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1 Abkulrzungsver zeichnis

AA

AU
a-Toxin
cGMP

CPF
CPP
DMF
DMSO
dP/dtmax
ECH

E. coli
EDHF
ENDO

EPI
ET
5-HPETE
HR
HU

IL
INOS
cNOS
LAL
LPS
LT
LTA
LVDP

Arachidonsaure (arachidonic acid)

Absorptionseinheit (absorption unit)

Alpha-Toxin von Staphylococcus aureus

zyklisches Guanosinmonophosphat (cyclic Guanosinemo-
nophosphate)

coronarer Perfusatfluf? (coronary perfusion flow)
coronarer Perfusionsdruck (coronary perfusion pressure)
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

maximale linksventrikul&re Druckanstiegsgeschwindigkeit
Escherichia coli Hamolysin

Escherichia coli

endothelium derived hyperpolarizing factor

endokardialer Myokardanteil der freien linken
Ventrikelwand

epikardialer Myokardanteil der freien linken Ventrikelwand
Endothelin

5-Hydroxyperoxyei cosatetraensaure

Herzfrequenz (heart rate)

hamolytische Einheiten (hemolytic units)

Interleukin

Induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase

konstitutive Stickstoffmonoxid-Synthase

Limulus Amdbozyt Lysat

Lipopolysaccharide

Leukotrien

Lipote chonsaure (lipoteichonic acid)

linksventrikul&r entwickelter Druck (left ventricular deve-
loped pressure)



MDS

MS

NO

PAF

PC

PG
PP-Rohrchen
REST

RMF

RV
SEM
SEPT
SIRS
TNF-a

myokarddepressive Substanz (myocardial depressant sub-
stance)

Mikrosphéaren

Stickstoffmonoxid

Pléttchen aktivierender Faktor (platelet activating factor)
Personal Computer

Prostaglandin

Polypropylen-Réhrchen

Anteile oberhalb der Ventilebene und Herzspitze als Probe
zusammengefal3t

regionaler myokardiaer Perfusionsfluf3 (regional myocardi-
al flow)

rechter Ventrikel

Mittlerer Fehler des Mittelwertes

Aus dem Septum gewonnene Probe

systemic inflammatory response syndrome
Tumornekrosefaktor apha



2 Vorwort

Die Experimente zur vorliegenden Arbeit fanden im Zeitraum Juni 1999 bis August 2000 im
Laborbereich von Herrn Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. F. Grimminger, Medizinisches Zentrum
far Innere Medizin, Medizinische Klinik Il (Leiter Prof. Dr. W. Seeger), Justus - Liebig - U-
niversitét Gief3en, in der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. med. U. Sibelius statt. Sie wurden G-
berwiegend durch Herrn Dr. med. U. Grandel betreut. Die vorliegende Arbeit beleuchtet die
Pathogenese der septischen Kardiomyopathie, einer Komplikation der Sepsis mit maf3gebli-
chem Beitrag zum septischen Schockgeschehen. Untersucht wurde der Einflul® zweler bakte-
rieller Exotoxine klinisch relevanter Sepsiserreger, des Escherichia coli Hamolysins und des
a-Toxins von Saphylococcus aureus, auf die myokardiale Mikrozirkulation isoliert perfun-
dierter Rattenherzen. Uber die Auswirkung bakterieller Exotoxine auf die regionale Myo-
kardperfusion ist bisher nur wenig bekannt. Mit Hilfe geféarbter Mikrosphéren wurde deshalb
in dieser Arbeit die regionale Perfusion verschiedener Myokardareal e bestimmt.



3 Einleitung
3.1 Klinik und Pathophysiologie der Sepsis

Die Sepsisist nach wie vor ein Krankheitsbild, welches trotz standig neuer Antibiotikagenera-
tionen mit einer hohen Letalitdt einhergeht. In den USA liegt die Inzidenz etwa bei einer hal-
ben Million Neuerkrankungen pro Jahr, wobei 30% bis 50% dieser Félle todlich verlaufen.
Die Sepsis und der septische Schock gehdren zu den haufigsten Todesursachen auf Intensiv-
stationen. Die Errungenschaften der modernen Medizin haben diese unglinstige Prognose
nicht wesentlich verbessern kdnnen. Ganz im Gegenteil hat besonders auf Intensivstationen
das Risiko zugenommen, an einer Sepsis zu erkranken. Verantwortlich dafir ist die Zunahme
von Therapiemdglichkeiten fur immungeschwéchte, schwerkranke und immer &lter werdende
Patienten. Der Einsatz von Immunsuppressiva und die Verwendung invasiver diagnostischer
und therapeutischer Verfahren leistet potentiellen Infektionserregern Vorschub. Zusétzlich
fuhrt der haufige Einsatz hochwirksamer Antibiotika zu einer Zunahme bakterieller Resisten-
zen, so dal? sich multiresistente nosokomiale Infektionserreger etablieren. So ist auch in Zu-
kunft von einer Zunahme der Bedeutung septischer Krankheitsbilder auszugehen, zumal trotz
intensiver Forschung auf diesem Gebiet keine neuen therapeutischen Konzepte erfolgreich
waren (1).

Die Sepsis ist definiert als klinischer Nachweis einer bakteriellen Infektion mit Tachypnoe,
Tachykardie und Hyper- oder Hypothermie (2). Eine lokale Infektion bildet den Ausgangs-
punkt flr eine hdmatogene Streuung der Erreger oder deren Pathogenitétsfaktoren z.B. in
Form von Endo- und Exotoxinen, welche zur systemischen Entziindungsreaktion des Orga-
nismus fuhren. Derartige systemische Reaktionen werden als systemic inflammatory response
syndrome (SIRS) bezeichnet und kénnen neben der Sepsis auch andere Ursachen wie
Verbrennungen, schwere Traumata oder Nekrosen haben. An ihrer Entstehung sind zellulére
wie humorale Effektoren beteiligt. Komplement- und Gerinnungssystem, Endothelzellen,
neutrophile Granulozyten, Thrombozyten sowie zirkulierende und gewebsstandige mono-
nukleére Zellen werden aktiviert und reagieren mit Freisetzung von Mediatoren und Zytoki-
nen. Diese wiederum beeintréchtigen die Makro- und Mikrozirkulation im gesamten Orga-
nismus bis hin zu erheblichen Perfusionsstrungen einzelner oder mehrerer Organe. In diesem
fortgeschrittenen Stadium spricht man von Sepsis-Syndrom. Daraus resultierende lokale Ge-
websschadigungen kénnen bis zum Organversagen, bel mehr als einem betroffenen Organ

zum Multiorganversagen fihren. Durch eine ausgepragte periphere Vasodilatation kommt es



gleichzeitig zur kardiovaskul&ren Insuffizienz bis zum septischen Schock (s. Abb.1). Von
septischem Schock spricht man in der Humanmedizin bel einem systolischen Blutdruckabfall
auf unter 90 mmHg oder um 40 mmHg vom Ausgangswert trotz adaquater Flussigkeitsgabe
(2). Anders as beim hypovolamischen und kardiogenen Schock beobachtet man im septi-
schen Schock eine initiale hyperzirkul atorische Phase, die durch eine ausgepragte Vasodilata-
tion bel gesteigertem Herzminutenvolumen und warmer Hautoberflache gekennzeichnet ist.
Die Steigerung des Herzminutenvolumens vermag jedoch nicht den erniedrigten Blutdruck
dauerhaft zu kompensieren. Der Zustand der Hyperzirkulation éndert sich meist erst in der
Préfinalphase des Schocks, sofern keine Stabilisierung des Patienten méglich ist. Erst dann
kann es auch zur Erhdhung des peripheren Widerstandes bei erniedrigtem Herzminutenvolu-
men kommen (3, 4). Aufgrund der Fahigkeit zur Erhéhung des Minutenvolumens ist dem
Herzen lange Zeit wenig Bedeutung im septischen Geschehen beigemessen worden, obwohl
es die zur Kompensation des Blutdruckabfalls erforderliche Leistungssteigerung um das zwei-
bis dreifache der Norm nur selten erreicht. Neuere klinische und tierexperimentelle Untersu-
chungen haben jedoch gezeigt, dal? das Herz ebenso wie Lunge, Niere, Leber und Darm zur

Gruppe der von der Sepsis speziell betroffenen Organe zéhlt (5).

Pathogenese des septischen Schocks

Lokale Infektion | — Streuung von Bakterien und/oder SIRS, Liberation lokaler und
2.B. AbszeR ihrer Toxine ins Blut ===D> | systemischer Mediatoren aus
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Mastitis intakte Bakterien Zytokine, PAF
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Abb.1: Schema der Pathogenese des septischen Schocks mit Verflechtung unterschiedlicher Organsysteme.



3.2 DasKrankheitshild ,, Septische Kardiomyopathie'

Die eingeschrankte Fahigkeit zur Steigerung der Herzleistung in der Sepsis ist Folge einer
direkten Myokardschadigung, fur die sich der Begriff der septischen Kardiomyopathie einge-
burgert hat. Sie tritt schon in der Frihphase der Sepsis auf und wird mittlerweile in vielen
Falen fur das septische Schockgeschehen mitverantwortlich gemacht. Insbesondere letale
septische Schocks sind, wie klinische Studien belegen, durch verminderte Herzkontraktilitét
gekennzeichnet (6). Klinische und tierexperimentelle Untersuchungen beschreiben ein
einheitliches Krankheitshild, welches durch eine trotz des gesteigerten Herzminutenvolumens
vorhandene Herzinsuffizienz gekennzeichnet ist (6-13).

Charakteristisch fur den septischen Schock ist das Absinken des peripheren Widerstandes auf
etwa 30% des Ausgangswertes. In der Frihphase der Sepsis kann durch Steigerung des
Herzminutenvolumens der drohende Blutdruckabfall verhindert werden, jedoch |&3t sich
schon in dieser Phase eine betréchtliche Stérung der Herzfunktion nachweisen. Sie ist durch
eine Verminderung der links- und rechtsventrikularen Auswurffraktion bel gleichzeitiger Di-
latation beider Ventrikel gekennzeichnet. Enddiastolisches und endsystolisches Volumen sind
erhoht. Die Verminderung der rechtsventrikuldren Auswurffraktionen ist unabhéngig von
einer Steigerung der pulmonalarteriellen Nachlast. Dies ergaben Radionuklidventriku-
lographien und Echokardiographien an septischen Patienten (7-11). In einigen Studien geht
dieses Geschehen mit segmentalen oder globalen Hypokinesien des Ventrikelmyokards ein-
her. Diese wurden auch in Abwesenheit kardialer Grunderkrankungen beobachtet und bilde-
ten sich nach Uberstandener Schockphase zurtick (12). Zudem ist bei septischen Patienten
haufig eine gestdrte Volumen-Druck-Beziehung im Sinne einer erhdhten ventrikuléren
Compliance nachweisbar. Die Compliance (k) ist ein Mal3 fir die Dehnbarkeit eines Systems
und errechnet sich aus der Volumenanderung (DV) geteilt durch die Druckanderung (Dp) der
Ventrikel (k= DV/Dp). Die gestorte Volumen-Druck-Beziehung zeichnet sich dadurch aus,
dai? die im septischen Schock obligatorische Infusionstherapie zwar zu einer Erhdhung des
pulmonalkapilléren Druckes und des linken Ventrikelvolumens, jedoch zu keiner adéaguaten
Erhohung der Herzleistung fuhrt (13). Untersuchungen zur coronaren Zirkulation septischer
Schockpatienten ergaben eine verringerte Sauerstoffextraktion bei erhdhtem coronaren
Blutfluf3 und erniedrigtem coronaren Geféal3widerstand. Obwohl dieser Befund eine globale
Minderperfusion des Herzens in der Sepsis weitgehend ausschlief, ist er dennoch vereinbar



mit dem Auftreten von Mikrozirkulationsstorungen, die in der Sepsisin vielen anderen Orga-
nen beobachtet wurden. Inwieweit mikrozirkulatorische Stérungen, z.B. im Sinne eines kapil-
laren Shuntings, fur die Entstehung der septischen Kardiomyopathie verantwortlich sein
konnten, ist bisher nicht am Menschen untersucht worden (14, 15). Charakteristisch fir das
Krankheitsbild der septischen Kardiomyopathie ist die potentielle Reversiblitét. Wird die
Schockphase unter Infusionstherapie und Katecholamingabe Uberlebt, bildet sich nach 7 bis
10 Tagen die Myokarddepression vollstandig zurtick (1, 8).

Die beschriebenen pathophysiologischen Abl&ufe konnten in verschiedenen Arbeitsgruppen
an Tiermodellen reproduziert werden. Natanson et al. demonstrierten an mit Escherichia coli
(E. coli) infizierten Hunden eine Dilatation beider Ventrikel mit erhdhten endsystolischen und
enddiastolischen Voluminain der hyperzirkulatorischen Phase. Eine Zunahme der Complian-
ce als Ausdruck einer gestorten Volumen-Druck-Beziehung stellte sich ebenfalls ein (16, 17).
Die Herzkontraktilitét zeigte auch bei Stahl et al. dem klinischen Bild septischer Patienten
entsprechende Alterationen. An Hunden mit Peritonitis konnte hier bel hyperzirkulatorischer
Kreidaufsituation eine ventrikulare Dilatation beobachtet werden (18). Auch Herzen septi-
scher Ratten zeigten schon zu Beginn der hyperzirkulatorischen Phase deutliche Abnahmen
der Kontraktilitét (19, 20). Bei Schweinen hatte eine chronische Endotoxamie einen negativ
inotropen Effekt auf den linken Ventrikel (21), wobel eine erhohte coronare Perfusion beo-
bachtet wurde (22). Die Arbeiten von Bloos et a. ergaben bel Schafen eine erhohte Coronar-
perfusion mit verminderter Sauerstoffextraktion, wie sie auch in anderen Organen in der Sep-
sis beobachtet werden konnte (23). Obwohl dieser Befund eine globale Ischémie des Myo-
kards ausschliefdt, konnte er durch mikrozirkulatorische Stérungen erklart werden. Adams et
a. konnten durch ihre Experimenten bestétigen, dal3 die verminderte Herzkontraktilitét in der
Sepsis nicht Konsequenz einer globalen myokardialen Ischdmie ist (24). Das Krankheitshild
der septischen Kardiomyopathie ist somit im einzelnen an verschiedenen Tierarten nachvoll-
zogen worden. Humanklinische wie tierexperimentelle Befunde beschreiben ein klar definier-
tes Krankheitshild, dessen speziesiibergreifende Bedeutung zumindest im Reich der Mamma-

lia offenbar ist.

3.3 Madgliche Ursachen der septischen Kardiomyopathie

Trotz umfangreicher Forschungsarbeit ist die Pathogenese der septischen Kardiomyopathie
immer noch unzureichend geklart. Verschiedene Ansétze erbrachten zwar vielversprechende
Ergebnisse, doch scheint es sich um ein multifaktorielles Geschehen zu handeln, da verschie-



dene Ansdtze die Ursache oft teilweise, jedoch nie umfassend erkldren konnten. Lange Zeit
stand die Suche nach einer kardiodepressiven Substanz im Vordergrund (myocardial depres-
sant substance, MDS). Parrillo et al. konnten Tumor-Nekrosefaktor-a (TNF-a) und Interleu-

kine (IL) als in dieser Weise wirkende Substanzen identifizieren. Diesen proinflammatori-
schen Zytokinen scheint eine tragende Rolle bel den kardiovaskuldren Veranderungen der
Sepsis zuzukommen (25). Gleichzeitig riickt aber die Theorie, dal3 Mikrozirkulationsstérun-

gen ebenfalls eine Rolle spielen, in den Blickwinkel aktueller Untersuchungen.

3.3.1 Zytokineals Myocardial Depressant Substances

Parrillo et a. entdeckten 1985 die Anwesenheit einer myokarddepressiven Substanz im Serum
sepsiskranker Schockpatienten. Isolierte Kardiomyozyten zeigten unter Einflu® dieser Sera
eine reduzierte Kontraktilitét (26). Es zeigte sich, dal? die beiden Zytokine TNF-a und IL-1b
die gleiche negativ inotrope Wirkung auf die Kontraktion isolierter Kardiomyozyten hatten
wie das septische Schockserum. Nach Entfernung von TNF-a und IL-1b durch Immunabsorp-
tion aus dem Serum sepsiskranker Schockpatienten konnte der durch das Serum induzierte
negativ inotrope Effekt aufgehoben werden (27). Auch andere Arbeiten zeigten in vitro einen
negativ inotropen Effekt von TNF-a oder IL auf isolierte Kardiomyozyten oder isolierte Her-
zen (28-31). Bel mit Endotoxin vorbehandelten Ratten konnte ein Anstieg von TNF-a mit
gleichzeitiger Myokarddepression gezeigt werden (29). Untersuchungen von Patienten im
septischen Schock wiesen erhdhte Serumspiegel von TNF-a und Interleukinen auf (32, 33,
35). TNF-a-Gaben fuhrten bel Ratten nach intraventser Gabe zu einer hyperdynamischen
Kreidaufsituation und einer Beeintrachtigung der Herzfunktion (34, 38). Zur Erklérung des
Wirkungsmechanismus der Zytokine gibt es mittlerweile mehrere Ansétze. Zum einen deuten
Experimente auf eine sphingosinvermittelte Storung der intrazelluléren Kalziumhomdostase
hin (28, 41, 42), aber auch Stickstoffmonoxid (NO) und zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) scheinen Effektoren der zytokininduzierten myokardialen Dysfunktion zu sein (40,
41). Diese Befunde weisen insgesamt auf die grof3e Bedeutung der Zytokine im septischen
Geschehen hin. Da aber Anti- Zytokin- Strategien weder klinisch noch tierexperimentell das
Auftreten der septischen Kardiomyopathie verhindern konnten, mussen andere Pathomecha-
nismen zu ihrer Entstehung beitragen (37-39).



3.3.2 Mikrozirkulationsstorungen

Verglichen mit der Flut von Untersuchungen zur Wirkungsweise der Zytokine am Herz sind
bisher Untersuchungen zur Perfusion des Coronarsystems unter septischen Bedingungen, ins-
besondere auf mikrozirkulatorischer Ebene, vernachlassigt worden. Neuere Forschungsergeb-
nisse weisen zunehmend auf die Bedeutung pathophysiologischer Veranderungen der corona-
ren Vasoregulation hin. Wie bereits erwahnt, zeichnet sich die septische Kardiomyopathie
durch einen erhohten coronaren Blutflul? bel verminderter Sauerstoffextraktion aus (14, 23).
Offensichtlich besteht ein ausreichendes Sauerstoffangebot und die myokardialen Alteratio-
nen entstehen somit nicht auf der Grundlage einer global-hypoxischen Schadigung des Her-
zens. Bel adaguater Volumensubstitution septischer Individuen beruht die gestérte Pumpfunk-
tion des Herzens nicht auf einer globalen Hypoperfusion. Trotzdem ist eine urséchliche Betel-
ligung der coronaren Perfusion am Geschehen oft diskutiert worden, da Stérungen der coro-
naren Zirkulation aufgrund der geringen hypoxischen Toleranz des Herzens sofort in einer
Minderung der Herzleistung resultieren wirden (54). Tierexperimentelle Untersuchungen
belegen, dal3 sowohl die coronare Autoregulation als auch die kardiale Mikrozirkulation in
der Sepsis erheblich beeintréchtigt sind. Studien zum Sauerstoffmetabolismus septischer
Schafe ergaben, dal’ das Herz im Sinne einer gestorten coronaren Autoregulation und O,-
Extraktion nur unzureichend auf hypoxische Zusténde reagieren kann. Im Zustand der kiinst-
lich erzeugten Hypoxie konnten nichtseptische Kontrolltiere im Vergleich zu septischen Tie-
ren ihren coronaren Blutflu3 um das Dreifache steigern, wahrend sich gleichzeitig ihre myo-
kardiale Sauerstoffextraktion erhdhte. Die metabolische Sauerstoffreserve septischer Schaf-
herzen war hingegen wesentlich eher ausgeschopft (23). Unter metabolischer Sauerstoffreser-
ve versteht man die Fahigkeit des Herzens, durch Erhéhung des coronaren Blutflusses und
Rekrutierung von Reservekapillaren das Gewebe intensiver zu perfundieren, um so die Sauer-
stoffaufnahme erhdhen zu kénnen. V oraussetzung dafir sind eine intakte Reaktivitét der Arte-
riolen sowie eine intakte Mikrozirkulation (15). Diese Befunde deuten somit auf Stérungen
der Mikrozirkulation hin, die mdglicherweise zu fokalen ischémischen Myokardschéden fih-
ren konnten. Histologische Untersuchungen septischer Organe von Hersch et a. zeigen histo-
pathol ogische Befunde im Myokard, die diese Hypothese unterstiitzen. Im einzelnen wurden
inter- und intrazelluldre Odeme, degenerative Schiden der Mitochondrien, sowie Nekrosen
einzelner Muskelfasern gefunden. Fibrinthromben in den Kapillaren und grof3ere zusammen-

héngende infarzierte Areale gab es jedoch nicht. Diese Beobachtungen erfolgten in Abwesen-



heit einer globalen Hypoperfusion und sind lediglich mit Stérungen der regionalen Perfusion
vereinbar (43). Grunde fur Alterationen auf mikrozirkulatorischer Ebene kdnnen neben Ge-
fallobstruktionen durch Mikrothromben oder aufgrund erhéhter Endothel permeabilitdt elnset-
zender Odembildung auch durch vasoaktive Substanzen verursachte Stérungen der GefaRmo-
torik sein. Diesbezlglich ist bei anderen Organen wie Darm, Lunge und Skelettmuskulatur
unter septischen Bedingungen unlangst ein Nebeneinander tber- und unterperfundierter Ka-
pillarabschnitte im Sinne elner funktionellen Shunt-Bildung nachgewiesen worden, welches

mit mangelnder Versorgung und Funktionsstorung des betroffenen Gewebes einherging (44-
52). Es liegt der Verdacht nahe, dal3 im Herzen dhnliche Mechanismen zum Tragen kommen.
Groeneveld et al. gelang es, mittels radioaktiv markierter Mikrosphéren mit nachlassender
Herzleistung korrelierende Perfusionsinhomogenitéten in Herzen endotoxindmischer Hunde
nachzuweisen. Im Ublicherweise heterogenen coronaren Blutflul® des Herzens lief3en sich im
Endotoxinschock bei unverandertem globalen Blutflul® vorwiegend im linken Ventrikelmyo-
kard lokalisierte Umverteilungen feststellen. Im wesentlichen kam es zu einer Verminderung
des regionalen Blutflusses in den endokardial gelegenen Gewebsabschnitten. Da physiolo-
gischerweise der endokardiale Sauerstoffbedarf hoher ist, als der des Epikards, stellt diese
Umverteilung des Blutflusses hdchstwahrscheinlich eine die Herzfunktion beeintréchtigende
Stoérung dar (53). In isolierten Herzperfusionen konnten nach Endotoxinexposition lokale my-
okardiale Ischdmien beobachtet werden, obwohl coronarer Flul3 und myokardiae O.-
Extraktion erhoht waren (54). Diese Befunde deuten auf eine intensive Beteiligung vasoakii-
ver Mediatoren hin, die im Rahmen der Sepsis als systemische oder lokale Reaktion des Kor-
pers auf bakterielle Pathogenitétsfaktoren in grofen Mengen ausgeschuittet werden. Sie konn-
ten mit einer Mischung aus vasokonstriktiven und -dilatativen Wirkungen fir Vertellungssto-
rungen der myokardialen Perfusion sorgen, welche wiederum in einer gestérten Herzkontrak-
tilitdt gipfeln kdnnten. Im folgenden sollen einige der wichtigsten vasoaktiven Mediatoren der

Sepsis besprochen werden.

3.4 Vasoaktive Mediatoren in der Sepsis

Der Bildung und Freisetzung vasoaktiver Mediatoren kommt bei der Entstehung der Sepsis
eine herausragende Bedeutung zu. Diese ist in einer Vielzahl von Arbeiten belegt worden und
bildet auch weiterhin einen Schwerpunkt der Sepsisforschung. Pléttchen aktivierender Faktor
(PAF), Endothelin (ET), endothelium derived hyperpolarizing factor (EDHF) und NO zeich-
nen sich durch konstriktive oder dilatative Wirkungen an Gefél3en aus, welche im Rahmen der
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Sepsis zu Alterationen der Mikrozirkulation fuhren. Die Derivate der Arachidonsaure (AA)
sind ebenso bedeutsame vasoaktive Substanzen, die besonders im Zusammenhang mit bakte-
riellen Exotoxinen wie Escherichia coli Hamolysin (ECH) und Staphylococcus aureus a-
Toxin (a-Toxin) untersucht worden sind. In der Sepsis kommt es zu einer verstérkten Aktivie-
rung des Arachidonsaurestoffwechsels, die zu einer Freisetzung reaktiver, vasomotorisch

hochpotenter Metaboliten, der Eicosanoide, fuhrt.

3.4.1 Plattchen Aktivierender Faktor, Endothelin, Endothelium Derived Hyperpolari-
zing Factor und Stickstoffmonoxid

PAF steht fur Plattchen-aktivierenden Faktor. Hierbei handelt es sich um ein von Thrombozy-
ten, Granulozyten, Monozyten aber auch von Endothelzellen produziertes und freigesetztes
Phospholipid, welches im Plasma schnell inaktiviert wird. Dieser potente Entziindungsmedia-
tor vermag neben der Aggregation von Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten auch
Effekte auf die Vasomotorik und Gefal3permeabilitét zu vermitteln. Neben einer pulmonalen
Hypertonie in isolierten Lungen erzeugte PAF in isolierten Herzprgparationen dosisabhangig
vasokonstriktive wie -dilatative Wirkungen sowie eine Abnahme der Herzkontraktilitét (55-
58). Die vasokonstriktorischen Wirkungen in Herz und Lunge scheinen dabei Leukotrien Cy-
vermittelt zu sein (55, 56), wurden aber auch schon mit einer PAF-induzierten Freisetzung
des Vasokonstriktors Endothelin (ET) in Zusammenhang gebracht (58). Dieses vorwiegend
von Endothelzellen synthetisierte Peptid vermittelt Gber die Rezeptoren ETA und ETg seine
Wirkung auf die glatte Gefa&l3muskulatur. Angiotensin 11 und Thrombin dienen ebenso wie
Hypoxie bzw. Ischdmie als Stimulus fur die Synthese des biologisch aktiven ET-1 Uber intra-
zelluldre Zwischenstufen (59-61). Der Plasmaspiegel von ET-1 kann auch in der Sepsis er-
hoht sein und scheint eine bedeutende Rolle im Krankheitsgeschehen zu spielen (62-64). An
isolierten Herzen konnte durch Endothelin eine V asokonstriktion der Coronararterien erzeugt
werden (61, 65), und es wurde auf mikrozirkulatorischer Ebene im Bereich kleiner Arteriolen
eine inhomogene Vasokonstriktion verschiedener Areale beobachtet. Die Regulation der ka-
pilléren Perfusion scheint somit unter anderem auch Endothelin zu unterliegen (66). Eine be-
schriebene myokardiale Depression unter Endothelin schien jedoch nach aktuellem Wissen
alein durch die vasokonstriktive Flul3minderung verursacht worden zu sein (65), da Endothe-
line keine direkt negativ inotropen Eigenschaften besitzen (67). Im Gesamtorgani smus scheint
die vasokonstriktive Wirkung auf eine NO-ET-1-Imbalance zu beruhen (63, 64), wobei im

ischamisch geschéadigten Herz ein Zusammenspiel mit Thromboxan A, vorgeschlagen wurde
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(61). PAF und ET-1 stellen von Endothel synthetisierte Vasokonstriktoren dar. Doch auch
dilatativ wirkende Mediatoren wie NO und der erst kirzlich entdeckte endothelium derived
hyperpolarizing factor (EDHF) werden vom Endothel abgegeben. Arbeiten von Nishikawa et
al. zur Acetylcholin-induzierten Dilatation in der coronaren Mikrozirkulation demonstrierten,
dai3 die Dilatation grof3er Arteriolen vorwiegend durch NO, kleinerer durch NO und EDHF
vermittelt wurde. EDHF scheint ein Produkt von Cytochrom P-450 Enzymen zu sein und
spannungsabhangig Uber die Offnung von Kaliumkanalen zu wirken (68, 71, 73). In Abwe-
senheit von NO dilatierten Arteriolen in der Skelettmuskulatur allein Gber EDHF (72, 73). Es
gibt Anzeichen, dal3 in der Sepsis die Wirkung oder die Bildung von EDHF abgeschwaéacht
und somit die Vasoregulation beeintréchtigt ist (69, 70). Von grof3er Bedeutung fir die kardi-
ovaskuléren Veranderungen in der Sepsis bleibt jedoch der potente Vasodilatator Stickstoff-
monoxid (NO). Dal3 NO den Gefa3ruhetonus im gesamten Korper mitbestimmt, ist seit lange-
rem bekannt und scheint auch fir das Herz zu gelten (75). Aus der Aminosaure L-Arginin
wird durch konstitutive NO-Synthasen (cNOS) im vaskuléren Endothel das hochreaktive NO
synthetisiert und ein basaler NO-Spiegel im Blut aufrechterhalten (74). Klinische und experi-
mentelle Untersuchungen zeigten, dald durch Zytokine und Lipopolysaccharide (LPS) eine
zusitzlich induzierbare NO-Synthase (iNOS) aktiviert wird, die fir eine Uberproduktion von
NO bel inflammatorischen Krankheitsbildern sorgt. Als Orte der iNOS-Aktivitat wurden ne-
ben Endothelzellen auch Kardiomyozyten identifiziert (76-78). Es wird davon ausgegangen,
daf? dieser NO-Uberschul? maRgeblich an der gestdrten Vasoregulation im septischen Schock
beteiligt ist. Studien ergaben bel septischen Patienten und im Tierexperiment erhdhte Plas-
maspiegel von Nitrit und Nitrat, stabilen und unwirksamen Oxidationsprodukten von NO.
Diese korrelierten mit hyperdynamischen Kreislaufeffekten (79, 80). Neben einer Steuerung
des coronaren Gefaldtonus belegen verschiedene Arbeiten auch eine direkt negativ inotrope
Wirkung von NO auf die Herzkontraktion, was diesem Mediator eine besondere Bedeutung
bei der Entstehung der septischen Kardiomyopathie zuteil werden 1813t (76, 78, 81, 82). Daru-
berhinaus gibt es Hinweise, dal3 die negativ inotropen Effekte von LPS und Zytokinen NO-
vermittelt sind (83, 84). Es liegt die Vermutung nahe, NO kénne die Pathogenese der septi-
schen Kardiomyopathie weitreichend erkléren. Doch neuere Erkenntnisse zeigen, dald weitere
Pathomechanismen vorliegen missen. Die Kontraktilitétsstorung isolierter Herzen septischer
Ratten konnte durch iNOS-Inhibitoren lediglich attenuiert werden (81). Zudem trat der Zu-
stand der Hyperzirkulation bei septischen Ratten wesentlich friher auf als ein Anstieg von
NO im Blut (79). Die Behandlung von Patienten im septischen Schock mit NO-Synthase-
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Inhibitoren konnte zwar die kardiovaskuléren Verdnderungen abschwéchen, nicht aber die

Uberlebensrate verbessern (85).

3.4.2 Arachidonsauremetabolite

Arachidonsaure (AA), eine vierfach ungeséttigte C20-Fettsaure, bildet die Ausgangssubstanz
zur Synthese einer Reihe von proinflammatorischen Lipidmediatoren aus der Gruppe der Ei-
cosanoide. Sie liegt in Membranlipiden verestert vor und wird durch verschiedene Phospholi-
pase A,- Typen aus der Membran mobilisiert. Die freie AA kann mittels zweier Oxygenase-
Systeme, Uber die Cyclo- und die Lipoxygenase, zu aktiven Entztindungsmediatoren ver-
stoffwechselt werden (Abb.2). Die Cyclooxygenase katalysiert die Bildung von Prostaglandin
(PG)H; Uber PGG,. PGH, wird Uber Synthetasen zu Prostacyclin, Thromboxan (Tx)A2 und
den Prostaglandinen D,, E, und F,; umgesetzt. Wéhrend die Prostaglandine teilweise
antagonistische Wirkungen auf die glatte Muskulatur von Bronchien und Gefél3en haben, ist
TxA, neben seinem thrombozytenaggregationsfordernden Effekt vor alem ein hoch-
wirksamer Vasokonstriktor, besonders im pulmonalen und coronaren Gefél3system (50, 90,
93, 95). Die Synthese von TxA, konnte im Herzen nachgewiesen werden, wobel Endothelzel -
len des Coronarsystems und glatte Gefalimuskelzellen as Syntheseorte beschrieben worden
sind (90, 95, 96). Prostacyclin hat dagegen vasodilatatorische Effekte, wirkt der Thrombozy-
tenaggregation entgegen und verursacht dartiber hinaus eine Erniedrigung der Gefél3permea
bilitdt (91, 92). Wie Bernard et a. nachweisen konnten, sind die Spiegel von TxA; und
Prostacyclin in der Sepsis erhoht (86). Neben der Cyclooxygenase kénnen verschiedene Li-
poxygenasen die Oxidation der AA zu weiteren Eicosanoiden vermitteln. Die 5-Lipoxygenase
produziert ein instabiles Hydroxyperoxyd (5-HPETE), aus welchem eine weitere Zwischen-
stufe, das Leukotrien (LT)A,, entsteht. LTA4 wiederum wird zu LTBy4 hydrolysiert, oder es
entstehen Uber eine Glutathion-S-Transferase die Cysteinylleukotriene LTC4, D4 und Es.
LTB, agiert als Aktivator leukozytarer Migration und anderen Zellfunktionen. Die Cysteinyl-
leukotriene sind Vaso- und Bronchiokonstriktoren und fuhren durch Erhéhung der Geféf3per-
meabilitét und durch eine postkapillar betonte Vasokonstriktion zu Plasmaexsudation und
Odembildung (87, 94). Ihre Bildung und ihre Wirkung finden nachweislich unter anderem im
Herzen statt, wobel bisher endothelassoziierte Leukozyten, Monozyten und Mastzellen als
Syntheseorte identifiziert wurden (89, 140, 141). LTC, und LTD,4 scheinen unter den Leu-
kotrienen den gréften vasokonstriktorischen Effekt auf die coronare Zirkulation zu haben
(88). Eicosanoide sind in der Schadigung von Organen in der Sepsis mal3geblich beteiligt.
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Speziell bakterielle porenbildende Exotoxine vermbgen den AA-Metabolismus zu aktivieren
(s.35.2).

3.5 Bedeutung bakterieller Pathogenitatsfaktoren bei der Pathogenese der
Sepsisund der septischen Kardiomyopathie

Nicht nur intakte Bakterien, sondern auch ihre isolierten Pathogenitétsfaktoren sind in der
Lage durch Aktivierung verschiedener proinflammatorischer Zellreaktionen septische Krank-
heitshilder auszulsen. Grof3e Bedeutung scheint hierbei dem Endotoxin gramnegativer Bak-
terien zuzukommen, das lange Zeit im Mittelpunkt der Sepsisforschung stand. Es zeigte sich
aber, dai3 die Intensitét kardiovaskuldrer Verdnderungen der Sepsis nicht mit der Stérke der
assoziierten Endotoxamie korrelierten (100) und auch durch grampositive, LPS-freie Bakteri-
en in vollem Umfang verursacht werden konnten (97). Strukturelle Bestandteile der gram-
positiven Bakterien, wie Lipoteichonsduren (LTA) und Peptidoglykane, vermochten im Expe-

riment gleiche oder dhnliche pathol ogische Vorgange wie LPS zu induzieren (98, 99). Neben

Synthese proinflammatorischer Eicosanoide
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Abb.2: Schema zur Synthese wichtiger Eicosanoide aus Arachidonsdure. PG = Prostaglandin, HPETE

=Hydroxyperoxyeicosatetraensaure, LT = Leukotrien, Tx = Thromboxan.
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den strukturellen Bestandteilen bakterieller Sepsiserreger riicken heute auch die aktiv sezer-
nierten Exotoxine klinisch relevanter Sepsiserreger wie E. coli, Staphylococcus aureus oder
verschiedene Streptokokken- und Pseudomonadenspezies in den Mittelpunkt des Interesses.
Im folgenden sollen als Prototypen der strukturellen bakteriellen Pathogenitétsfaktoren LPS
und LTA mit ihren Wirkungen vorgestellt werden. N&her eingegangen wird anschlief3end auf
porenbildende Exotoxine, welche durch die Bildung transmembrantser Poren eine vollig an-
dere Form bakterieller Pathogenitét darstellen.

3.5.1 Lipopolysaccharideund Lipoteichonsduren

Lipopolysaccharide (LPS), auch as Endotoxin bezeichnet, entwickeln ihre Toxizitét nach
Freisetzung aus der Bakterienwand. LPS ist Bestandtell der Zellwand gramnegativer Bakteri-
en und besteht aus einer spezifisch antigenen Oligosaccharid-Region, einer Core-Region und
schliefdlich dem fir die Toxizitét verantwortlichen Lipid A. Bel Patienten mit gramnegativer
Sepsis &3t sich Endotoxin im Serum nachweisen (101-103). Gesunde Probanden bildeten
nach intravendser LPS-Applikation die gleichen kardiovaskuléren Verdnderungen aus, welche
bei Patienten im septischen Schock beobachtet wurden (104). Entsprechend nachvollzogen
wurden diese auch im Ganztiermodell (105). An isolierten Herzen und an Kardiomyozyten
zeigte sich eine verringerte Kontraktilitdt unter Endotoxin (106-108). Ein Zusammenhang der
Endotoxinwirkung mit Zytokinen und iNOS wurde mehrfach nachgewiesen (83, 103, 105).

Die biologische Wirkung des grampositiven Zellwandbestandteils Lipoteichonsduren (LTA)
scheint ebenfalls Gber die Induktion einer NOS vermittelt zu sein. Dies fanden Arbeitsgrup-
pen heraus, die sich mit der Genese des Schocks bei grampositiver, endotoxinfreier Sepsis
beschéftigten (99, 109-111). In Ganztiermodellen konnten durch LTA hyperzirkulatorische
Kreidaufstorungen induziert werden. Bel Ratten gingen die Zirkulationsstorungen mit einem
Anstieg der Zytokinkonzentrationen im Blut und einer Induktion der iNOS einher (99, 111)
und konnten durch iNOS-Inhibition deutlich verringert werden (111). In isolierten Arterien
induzierte LTA eine Hyporeaktivitét der glatten Muskulatur, die durch NOS-Inhibitoren auf-
gehoben werden konnte (110). Monozyten reagierten unter Einflu3 von LTA mit TNF-a Pro-
duktion (112). All diese Befunde unterstreichen die Bedeutung von LTA bei der grampositi-
ven Sepsis. Da bel Schweinen der durch LTA induzierte septische Zustand jedoch nicht mit
einem NO- oder Zytokinanstieg im Blut korrelierte (98), scheinen weitere ungeklarte Wirk-

mechanismen der grampositiven Sepsis vorzuliegen.
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3.5.2 Porenbildende bakterielle Exotoxine

Die Mehrheit der klinisch relevanten Sepsiserreger synthetisiert und sezerniert sogenannte
Exotoxine. Die Synthese und Freisetzung dieser Toxine bestimmt zu einem Grol3teil die Pa-
thogenitét der entsprechenden Erreger. Neben denjenigen Exotoxinen, welche ihre Wirkungen
erst nach Aufnahme in das Zytoplasma ihrer Zielzellen entfalten, wie z.B. Choleratoxin oder
Neurotoxine, spielen in der Sepsis zellmembranschédigende Exotoxine eine bedeutsame Rol-
le. Wichtige Beispiele dazu sind die Zytolysine von Staphylococcus aureus, Escherichia coli
und verschiedener Streptococcenspezies. Diese Zytolysine besitzen die Fahigkeit zur Poren-
bildung in der Zellmembran ihrer Zielzellen. Sie bestehen aus hydrophilen Polypeptidmono-
meren, die bei Interaktion mit der Lipiddoppelschicht der Wirtszellmembran in einen amphi-
philen Zustand Ubergehen. Dadurch verankern sie sich in der Membran und vermégen durch

Porenbildung und Zellaktivierung durch
porenbildende Exotoxine

exotoxinbildende Bakterien

% ' K+ (a-Toxin)

Toxin- Frasetzung QH’

/{ Lateraldlffuson ﬂ}%
—V

Insertion in die fertige
Zdlmembran (ﬂﬂ. Ollgomerlserung Porenbildung
Phospholipase
(=X | Aktivierung
AA v
Ca?- (ECH)
Leukotriene Prostaglandine

Thromboxan

Abb.3: Schema zur Porenbildung und Zellaktivierung durch bakterielle Exotoxine. Die Zelle wird bei ECH
durch einen Kalziumeinstrom, bel a-Toxin durch S6rung der Natrium-Kalium-Homdostase aktiviert und rea-

giert mit der Produktion von Eicosanoiden. AA = Arachidonsaure.
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kreisférmige Oligomerisierung transmembrantse Poren zu bilden, die in Abhangigkeit von
der Morphologie der entstehenden Pore zur Lyse der Zelle oder zur Aktivierung sekundérer
Zellmechanismen durch transmembrandse lonenstrome fuhren kdnnen (s. Abb.3, 113). Die
beiden klinisch bedeutsamen Sepsiserreger, E.coli und Staphylococcus aureus, bilden Hamo-
lysine, die zur Pathogenese der Sepsis beitragen und deren klinische Relevanz in zahlreichen
Experimenten belegt wurde. Diese Hamolysine, E. coli Hamolysin und Staphylococcus au-
reus a-Toxin, gelten als Prototypen porenbildender Exotoxine und fihren an isolierten Orga-
nen unter anderem zu einer Stimulation des AA-Stoffwechsels und zur Freisetzung vasoakti-
ver Eicosanoide, die wiederum an der Entstehung von Mikrozirkulationsstorungen beteiligt
sind (s.u.). Sie sollen im folgenden charakterisiert werden.

3.5.2.1 Charakterisierung und pathophysiologische Bedeutung von Staphyl ococcus aureus
a-Toxin

Saphylococcus aureus kann bei Mensch und Tier eine Vielzahl lokaler Entziindungsprozesse
verursachen, ist gleichzeitig einer der haufigsten grampositiven Sepsiserreger und erlangt be-
sondere Bedeutung als nosokomialer Keim. Die meisten Stdmme produzieren, neben ver-
schiedenen anderen Exotoxinen, das a-Toxin, ein wasserl6sliches Protein mit einem Moleku-
largewicht von 34kD, welches als wichtigster Pathogenitétsfaktor dieser Kokken angesehen
wird. Das Proteinmonomer bindet in niedrigen Konzentrationen moglicherweise tber bisher
nicht identifizierten Rezeptoren an der Oberflache verschiedener Zellen, wie z.B. Endothel-
zellen, Kaninchenerythrozyten, Monozyten und humane Thrombozyten. In hohen Konzentra-
tionen vermag es unspezifisch an jede Lipidmembran zu binden (114). In beiden Fallen wer-
den durch Konformationsénderungen im Molekil hydrophobe Sequenzen freigelegt, die die
Insertion in die Lipidmembran erméglichen (115, 122). Anschlief3end verbinden sich die Mo-
nomere per Lateradiffusion zu Heptameren, die eine transmembrandse hydrophile Pore bil-
den (Abb.3). Sie ist irreversibel in der Membran verankert, konnte elektronenmikroskopisch
dargestellt werden und steht senkrecht zur Membran (114, 120, 121). Bei sublytischen Toxin-
dosen bilden sich Poren, die fur monovalente lonen wie Kalium und Natrium passierbar sind.
Es kommt in diesem Fall zu einer Stérung der Natrium-Kalium-Homoostase in den befallenen
Zellen, die wiederum zu einer Aktivierung unterschiedlicher subzelluléarer Mechanismen fuh-
ren kann: Ein Kaliumausstrom aus der Zelle bewirkte in Monozyten eine Aktivierung von
interleukin-converting enzyme und fihrte in T-Lymphozyten zu Apoptose (113).
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Die Stérung der Natrium-Kaium-Homoostase konnte tber bisher noch ungeklérte Mecha-
nismen auch in einer Freisetzung vasoaktiver Eicosanoide minden. So demonstrierten Seeger
et al. an isolierten Kaninchenlungen eine a-Toxin-induzierte Hypertonie, die auf eine Stimu-
lation des AA-Metabolismus, insbesondere eine gesteigerte Thromboxansynthese, zurtickzu-
fuhren war (48). Auch im isolierten Rattenherz konnte durch a-Toxin eine Freisetzung von
Thromboxan provoziert werden, die zu einer Erhdhung des coronaren Perfusionsdruckes fihr-
te. Das Toxin bewirkte in diesen Experimenten weiterhin eine massive Abnahme der Herz-
kontraktilitdt (90, 119). Unklar bleibt bei diesen Untersuchungen, warum die Kontraktilitat
abnahm. Sibelius et al. schlugen eine thromboxanvermittelte Stérung der Mikrozirkulation
vor, wie sie in isolierten Lungenmodellen nachgewiesen werden konnte (90, 47). An diesen
isolierten Kaninchenlungen konnte zusétzlich eine Storung der endothelialen Schrankenfunti-
on durch dieses Toxin mit Ausbildung eines Lungentdems ermittelt werden (117), was Un-
tersuchungen an Endothelzellen entsprach, welche unter a-Toxin-Wirkung interzellulére
Spalten formierten (123). Jedoch konnte die a-Toxin-assoziierte Stérung der Herzfunktion in
den genannten Arbeiten nicht auf eine Odembildung zuriickgefiihrt werden. Die pathogeneti-
sche Relevanz des a-Toxins belegen verschiedenartigste Untersuchungen nicht nur an ge-
nannten isolierten Organen und Zellen, sondern auch an Tiermodellen. So fuhrte bel Schafen
eine Injektion dieses Exotoxins zu akutem Herzversagen, welches auf eine direkte kardiotoxi-
sche Wirkung von a-Toxin zurtickzuftihren war (118). Es kann somit davon ausgegangen
werden, dal3 a-Toxin eine wichtige Rolle bei durch Staphylococcus aureus verursachter Sep-
sis zuzukommt. Seine Rolle bel der Entstehung der septischen Kardiomyopathie konnte bisher
jedoch noch nicht abschlief3end geklé&rt werden.

3.5.2.2 Charakterisierung und pathophysiologische Bedeutung von Escherichia coli Hamo-
lysin

E.coli ist unbestritten der haufigste gramnegative Sepsiserreger. ES zeigte sich, dal3 die Patho-
genitét dieses Bakteriums bei extraintestinalen Infektionen stark mit der Fahigkeit zur Hamo-
lysinsynthese verbunden ist und dieses Exotoxin einen wichtigen Virulenzfaktor darstellt
(124-126). Escherichia coli Hamolysin (ECH, friher Hamolysin A) mit einem Molekularge-
wicht von 107 kD wird wie a-Toxin as Proteinmonomer von den Bakterien sezerniert und
agiert in Zellmembranen als Porenbildner. Im Gegensatz zum a-Toxin bindet es jedoch nach

bisherigen Erkenntnissen nur unspezifisch, also nicht rezeptorvermittelt, an die Lipiddoppel -
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schicht. Dabei spielt die Zellart keine Rolle. Unklar ist, wie es zu einer Oligomerisierung der
Proteinmonomere kommt. Fur die Grél3e der hydrophilen Pore wurde von Bhakdi et al. ein
Durchmesser von ca. 2 nm angegeben, welcher eine Passage von Kalziumionen ermdglicht
(113, 127). Durch diesen passiven Kaziuminflux in die Wirtszelle kann ECH eine Reihe von
sekundéren Zellaktionen, wie die gesteigerte Produktion von Lipidmediatoren, insbesondere
der Lipoxygenaseprodukte, aktivieren (127-130). Eine wie durch a-Toxin induzierte endothe-
liale Schrankenstérung mit interzellulérer Spaltenformation konnte auch fir ECH gezeigt
werden (130). Die pathologische Relevanz von ECH wurde in verschiedenen Modellen unter-
sucht. Méause, denen lebende E.coli oder LPS injiziert wurden, zeigten eine signifikant hohere
Mortalitdt bei hamolysinbildenden Stammen im Vergleich zu nicht hdmolysierenden E. coli
oder LPS (124). ECH wurde auch isoliert und gereinigt in Organmodellen eingesetzt. In blut-
frel perfundierten Lungen wurde durch Applikation von ECH nicht nur eine thromboxanver-
mittelte arterielle Hypertonie und massive Odembildung festgestellt, sondern auch eine durch
shunt-Bildung charakterisierte Mikroperfusionsstorung (49, 50). Diese Effekte konnten mit
lebenden hamolysinbildenden E. coli, nicht aber mit Stdmmen ohne Hamolysinsynthese re-
produziert werden (129). Mikrozirkulationsstérungen und Odembildung wurden auch an iso-
liertem [leum unter ECH-Einflufd nachgewiesen (44). Sibelius et a. untersuchten die Wirkung
von ECH auf isolierte Rattenherzen. Es zeigte sich, dal3 dieses Toxin nicht nur eine massive
Erhéhung des coronaren Perfusionsdruckes verursachte, sondern auch die Pumpfunktion des
Herzens mal3geblich beeintréchtigte. Die Vasokonstriktion im coronaren Gefél3system und die
Kontraktilitétsstorung konnten auf eine erhohte Lipoxygenaseaktivitdt mit gesteigerter Leu-
kotriensynthese im Rattenherz zurtickgefuhrt werden (144). Es wird deutlich, dal3 die Aus-
wirkungen von ECH auf verschiedene Organe ein wesentlicher Bestandteil der Pathogenese
der Colisepsis sind und die Virulenz gramnegativer Erreger nicht allein LPS-bedingt ist. Die
Befunde der genannten Organexperimente legen welterhin nahe, dal3 Endothelsch&den und
Mikrozirkulationsstorungen durch ECH eintreten kénnen. Im Falle des Herzens kénnte ECH
zum Krankheitshild der septischen Kardiomyopathie beitragen.

3.6 Fragestellung

Obwohl zahlreiche Untersuchungen zur Pathogenese der septischen Kardiomyopathie Hin-
weise auf die Beteiligung von Perfusionsstérungen liefern, zielen nur wenige Arbeiten direkt
auf die Untersuchung der Mikrozirkulation im septischen Herzen ab. Die Rolle isolierter bak-

terieller Exotoxine hat dabei kaum Beachtung gefunden. Mit Einsatz geféarbter Mikrospharen
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sollten in der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen je eines porenbildenden Exotoxins
grampositiver und gramnegativer Sepsiserreger in Abwesenheit zirkulierender Effektorzellen
und humoraler Faktoren auf das isolierte Rattenherz und seine regionae Perfusion bestimmt

werden. Folgende Fragestellungen wurden dabei im einzelnen bearbeitet:

1. Welche Auswirkungen haben ECH und a-Toxin auf die coronare Vasomotorik und

Kontraktilitét isoliert und zellfrel perfundierter Rattenherzen ?

2. Treten in diesem Organmodell einer exotoxinvermittelten septischen Herzschadigung
Stoérungen der regionalen Myokardperfusion auf ?

3. Gibt estoxinspezifische Veranderungen der regionalen Perfusion ?
4. L& sich durch pharmakologische Interventionsversuche ein kausaler Zusammenhang
zwischen exotoxinvermittelter Storung der regionalen Perfusion und Verlust der kar-

dialen Pumpfunktion nachvollziehen ?

5. Gibt es Unterschiede in der regionalen Perfusion im Vergleich zwischen druckkon-

stantem mit fluRkonstantem Perfusionsverfahren ?
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4 Material und Methodik

41 Material
411 Tiere

Fir alle Experimente wurden Wistar Ratten der Firma Charles River Wiga, Sulzfeld, Deutsch-
land, verwendet. Es wurden ménnliche Tiere mit einem Gewicht zwischen 200 und 300g

gewahit.

4.1.2 Escherichia coli Hdmolysin und Staphylococcus aureusa-Toxin

Die gereinigten Toxine wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. S. Bhakdi, Institut fur
Medizinische Mikrobiologie, Johannes Gutenberg Universitét Mainz, zur Verfligung gestellt.
Das lyophilisierte a-Toxin wurde in einer Konzentration von 2 mg/ml in Phosphatpuffer ge-
|0st, aliquotiert (50 pg/ 25 W) und bei -80°C gelagert. Das in Guanidinpuffer gel6ste ECH
wurde im Kuhlschrank aufbewahrt. Da im Falle des ECH die Proteinkonzentration nicht un-
bedingt der Menge biologisch aktiven Toxins entspricht, wurde seine Aktivitét in hdmolyti-
schen Einheiten (HU) angegeben. Eine HU ist definiert als die Konzentration, die eine
60%ige Hamolyse einer 10%igen Erythrozytensuspension auslost (128). Ublicherweise lag
die 60%ige Hamolyse bel einer Verdinnung von 1:5000 vor, d.h. die Aktivitdt des ECH be-
trug definitionsgemal?d 5000 HU/ml.

4.1.3 Pharmaka

Folgende Pharmaka kamen zur Anwendung:
- MK 886 (Lipoxygenase-Inhibitor), Calbiochem-Novabiochem, La Jolla, Kalifornien,
USA
- Indomethacin (Cyclooxygenase-Inhibitor), ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio
- Dimethylsulfoxid (DM SO), Sigma, Deisenhofen, Deutschland
- Liqueminé‘ (Heparin-Natrium), Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
- Narcoren® (Pentobarbital-Natrium), Merial, Hallbergmoos, Deutschland
- Forené® (Isofluran), Abbott, Wiesbaden, Deutschland
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4.1.4 Material und Gerétefur die Organperfusion

Folgende Materialien und Gerétschaften wurden fur die Organperfusion verwendet:

Aortenkanile (Durchmesser: innen 1,5 mm, aufRen 2 mm) und Latexballon, Hugo
Sachs Elektronik, Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland
Bruckenverstérker, Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparatus GmbH, March-
Hugstetten, Deutschland

Doppelwandiges Perfusatreservoir / Oxygenator und Organkammer aus Glas, angefer-
tigt bel Amo-Glas, Wertheim-Dertingen, Deutschland

Druckaufnehmer, Combitrans-Transducer, B. Braun, Melsungen, Deutschland
Schlauchpumpe, MS-4 Reglo 8-100, Ismatec, Glattbrugg, Schweiz

Stimulationsgerét, Stimulator P Typ 201, Hugo Sachs Elektronik, Harvard Apparatus
GmbH, March-Hugstetten, Deutschland

Umwaélzthermostat Thermomix ME, B. Braun, Melsungen, Deutschland

Teflon 3-Wege-Kupplung, Novodirect, Kehl, Deutschland

Pentium Personal Computer (PC), Siemens Nixdorf, Deutschland

AD/DA-Melkarte PCL-818Lbip, Spectra Computersysteme, Leinfelden-Echter-
dingen, Deutschland

Labtech Notebook?-Software, Pro Version 9.02, Spectra Computersysteme, Leinfel-
den-Echterdingen, Deutschland

Krebs-Henseleit-Pufferlosung, Elektrolytlésung 1/3, Serag-Wiessner, Naila, Deutsch-
land mit folgender Zusammensetzung (in mM): NaCl (125), Glucose (13,32), KCI
(4,4), CaCl,*2H,0 (2,4), MgCl,*6H,0 (1,3) und KH,PO,4 (1,1)

Carbogen ( 5 % CO,, 95 % O,), Messer Griesheim, Siegen, Deutschland

4.1.5 Mikrosphéren

Es wurden DyeTraké‘ Microspheres, Triton Technologies, San Diego, Kalifornien, USA,

bezogen Gber Fohr Medical Instruments, Seeheim, Deutschland, eingesetzt. Die Mikrosphéren

wurden in 2 ml Injektionsflaschchen in den Farben Blau, Violett und Gelb geliefert. Sie lagen

in einer Konzentration von 3.000.000/ml in 0,9%iger NaCl-L 6sung mit 0,02% Tween 80 vor.
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4.1.6 Substanzen und Geréatefir die Aufarbeitung der Rattenherzen

Zur Aufarbeitung der Rattenherzen wurden folgende Geréte und Substanzen eingesetzt:

- Labsonic U Ultraschallgerét, B.Braun, Melsungen, Deutschland
70 % Ethanol

15 ml PP-Rdhrchen, Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Deutschland

- 4 M Kalilauge mit 0,02% Tween, wie folgt erstellt:
1000 ml Aqua destillata auf 50°C erhitzt.
224,44 g Kaiumhydroxidplétzchen (Merck, Darmstadt, Deutschland) auf Magnet-
ruhrer bis zur Losung gerthrt.
200 I Tween 80 (Polyoxyethylensorbitanmonool eat, Sigma, Delsenhofen, Deutsch-

land ) hinzugegeben und bis zur L 6ésung gerdhrt.

- Natriumdesoxycholatreagenz, wie folgt erstellt:

- 1000 ml Aqua destillata auf 50°C erhitzt.

- Folgende Substanzen auf Magnetrihrer bis zur Lésung gertihrt:

- 7,889 0,05 M Tris (Trishydroxymethylaminomethanhydrochlorid, Merck,
Darmstadt, Deutschland)

- 500 yl Tween 80 (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

- 0,1g Natriumazid (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

- pH-Wert mit NaOH auf 8,5 eingestellt.

- 20,739 Natriumdesoxycholat (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) hinzugefiigt und
auf Magnetruhrer bis zur Lésung geruhrt.

- pH wiederum mit NaOH auf 8,5 eingestellt.

4.1.7 Material und Geréte zur Ermittlung der Mikrospharenanzahl

Folgende Materialien und Geréte wurden zur Ermittlung der Mikrospharenzahl verwendet:
- N,N-Dimethylformamid (DMF), Merck, Darmstadt, Deutschland
- Uvikon 922A Spektrophotometer, Kontron Instruments, Milano, Italien
- UltraMikro-Quarzkivetten, 160ul, 15mm Zentrumshohe, Bio-Tek-Kontron
Instruments, Neufahm, Deutschland
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- Pentium Personal Computer (PC), Siemens Nixdorf, Deutschland

- Matrixinversionsprogramm, Eigenprogrammierung in Pascal

4.1.8 Enzymatische Test-Kits

Zur Bestimmung einer moglichen LPS-Kontamination der Toxine wurde der Limulus Ame-
bocyte Lysate Test QCL-1000 der Firma BIO Whittaker, Walkersville, Maryland, USA, ver-

wendet.

4.2 Methodik

421 DiePerfusion isolierter Rattenherzen

4.2.1.1 Prinzip der Perfusion isolierter Herzen nach O. Langendorff

Bei der 1895 von dem Physiologen O. Langendorff entwickelten Methodik zur Perfusion von
Herzen werden diese retrograd perfundiert (132). Dies bedeutet eine am isolierten Organ Uber
den Aortenstumpf vorgenommene Perfusion. Voraussetzung dafir ist die intakte Ventilfunk-
tion der Aortenklappen, die ein Abflief3en des in den Aortenstumpf eingeleiteten Perfusats in
den linken Ventrikel verhindert. Das Perfusat wird so nur in die oberhalb der Klappen ab-
zweigenden Coronararterien geleitet (s. Abb.4). Dies gewahrleistet eine Versorgung des My-
okards und man erhdt aufgrund des intakten Reizleitungssystems eine spontan schlagende
Herzpréparation bei leeren Herzkammern. Die Praparation ermoglicht unterschiedliche phy-

siologische und pathophysiol ogische Untersuchungen am Herzen.

4.2.1.2 Organentnahme, Praparation und Perfusion

Die Ratten wurden zur Organentnahme zunadchst mit Isofluran (Forened ) in Inhalationsnarko-
se gelegt. Das Isofluran wurde dazu in den abgedichteten K&fig gegeben und nach Wirkung
dosiert. Danach wurde die Narkose durch Pentobarbital (Narcorena, 0,35 g/kg Koérperge-
wicht) fortgesetzt. Zur Vermeidung von Thrombenbildung in den Coronarien wurden die Tie-
re gleichzeitig mit Heparin (Liqueminé‘, 1000 1U/kg Korpergewicht) vorbehandelt. Die Ap-

plikation dieser beiden Pharmaka erfolgte Uber intraperitoneale Injektion. In tiefer Narkose
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wurde im Nabelbereich eine Inzision in die Bauchwand vorgenommen und bilateral bis auf
Zwerchfellhthe fortgesetzt. Das Zwerchfell wurde erdffnet, der Thorax beidseits der Media

nen durchtrennt und nach crania aufgeklappt.

Perfuszatflui

I
Aortenkantile ‘ I

— Aortenstumpf

ﬁEDrnnararterien

Aortenklappen

Abb.4: Prinzip der Langendorff-Perfusion

Das Herz wurde mit einem Scherenschlag von den grof3en Gefél3en getrennt, so dal3 ein mog-
lichst langer Aortenstumpf verblieb und sofort in eine flache Schale mit eisgekihlter Krebs-
Henseleit-Pufferlosung verbracht. Es verfiel dadurch augenblicklich in eine Kaltekardiople-
gie, die dazu diente, Perikard- und Thymusreste abzupraparieren. Gefal3stimpfe der Lungen-
venen wurden soweit entfernt, dal ein freier Zugang zum linken Vorhof und Ventrikel mog-
lich war. Die Entnahme des Rattenherzens dauerte ca. 35 Sekunden. Nun wurde der Aorten-
stumpf auf die Aortenkantile aufgezogen und mit einer Ligatur fixiert. Die Kantle war bereits
fest an der Apparatur angebracht und lieferte 37°C warmes Perfusat. Nachdem die Kéltekar-
dioplegie aufgehoben und das Herz mit 150 ml Perfusat von samtlichen Blutresten freigespuilt
worden war, wurde es, frel an der Kanlle schlagend, in die auf 37°C temperierte Organkam-
mer gebracht. Das Perfusat fur alle Experimente bestand aus einer Krebs-Henseleit-
Pufferlosung. Die Ldsung wurde mit NaHCOj3 (25 mM) versetzt und in einem temperierten
Perfusatreservoir (Oxygenator) kontinuierlich mit Carbogen begast, so dal3 sich ein pO, von
500 +/- 45 mmHg, ein pCO, von 35 +/- 5 mmHg und ein pH von 7,4 +/- 0,05 einstellte. Die
Temperatur betrug dabel 37° C. Das temperierte und begaste Perfusat wurde mit einer Roller-
pumpe in den Aortenstumpf eingeleitet. Den Abfluld aus dem Herzen fand das Perfusat Uber
die Herzhdhlen und die erdffneten Gefal3e, wonach es vom Organ in die Organkammer ab-

tropfte. Das Herz wurde mit der bipolaren Elektrode eines Stimulators auf eine Herzfrequenz
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von 300-400 Schlagen pro Minute eingestellt. Im Rahmen dieser Arbeit kamen unterschiedli-
che Perfusionsverfahren zum Einsatz: In der offenen Perfusion wurde das abtropfende Perfu-
sat verworfen. Dabel wurde das Reservoir Uber einen zweiten Weg der Schlauchpumpe konti-
nuierlich mit Perfusat nachgeftillt. In der rezirkulierenden Perfusion wurde das ablaufende
Perfusat durch einen Filter mit 15um Porengroéfie tber einen zweiten Weg der Schlauchpumpe
wieder in das Reservoir zurtickgefthrt (s. Abb.5).

Perfusion isolierter Rattenherzen nach O. Langendorif

r I 1 .
! © 5% CO, in O,
Reservoir /
o a® Oxygenator
o® 0
e | (mmmRBglerPafmim)
L \— Druckwandler
coo Druclowandler
Stimulator
PC +
DA/AD-
Filter Melikarte
~y N
Roller-
. o)
b

Abb.5: Versuchsapparatur zur Perfusion isolierter Rattenherzen nach Langendorff. Uber Rollerpumpen wird das
begaste und temperierte Perfusat zum Herz und zuriick in das Reservoir geleitet. Per PC wird der Druck auf
dem in der linken Herzkammer platzierten Latexballon sowie der Perfusionsdruck in der Aortenkantiile erfafit.
Die Injektion der Mikrospharen erfolgt oberhalb der Aortenkanile. Das Herz wird mit dem Stimulator auf einer
konstanten Freguenz gehalten.

In der fluBkonstanten Perfusion wurde das Rattenherz mit einem coronaren Perfusatfluld
(CPF) von 10-12 mi/min/g Herzgewicht perfundiert. Anderungen des coronaren Gefal3wider-
standes durch einen veranderten Tonus der glatten Muskulatur im coronaren Gefél3system
bewirkten hierbei nach der Formel Perfusionsdruck » GefalRwiderstand / Perfusatfluf3 (kon-

stant) Anderungen des coronaren Perfusionsdruckes (CPP).
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In der druckkonstanten Perfusion wurde ein CPP von 75 mmHg aufrechterhalten. Anderun-
gen des Gefaldwiderstandes bewirkten hier nach der Formel Perfusatflu? » Perfusionsdruck
(konstant) / Gefaldwiderstand eine Veranderung des CPF.

4.2.1.3 Messungen physiologischer Parameter an isolierten Rattenherzen

Eine Abzweigung kurz Uber der Aortenkanile zu einem Druckmef3system (Combitrans
Transducer) ermoglichte die Registrierung des CPP. Uber einen Briickenverstarker wurde das
Signal des Druckaufnehmers amplifiziert und in einem PC verarbeitet. Bei flulRkonstanter
Perfusion wurde der Verlauf des CPP als Mal’ des coronaren Gefél3widerstandes registriert.
Bei druckkonstanter Perfusion ermdglichte die in den PC integrierte Mef3karte nicht nur die
standige Registrierung des CPP, sondern dber ihren analogen Ausgang und die analoge
Schnittstelle der Pumpe auch eine kontinuierliche Steuerung der Pumpleistung, so dal? durch
sténdige Anpassung der Pumpgeschwindigkeit der vorgegebene CPP von 75 mmHg aufrecht-
erhalten wurde. Messung des CPP und Anpassung der Pumpgeschwindigkeit erfolgten mit
250 Hz. Aus der Pumpgeschwindigkeit, die an der analogen Schnittstelle in Form von Span-
nungsimpulsen aufgegriffen wurde, konnte nach Kalibrierung des Schlauchsystems der CPF
ermittelt werden. Bei druckkonstanter Perfusion wurde der Verlauf des CPF als Mal3 des co-
ronaren Gefél3widerstandes registriert. In den linken Ventrikel des Herzens wurde Uber den
linken Vorhof ein mit Aqua destillata geflllter Latexballon eingefihrt, der Uber einen
Schlauch ebenfalls mit einem Druckmef3system gekoppelt war. Der Ballon wurde mit so viel
FlUssigkeit geflllt, dal3 er den Ventrikel ausfillte und ein enddiastolischer Druck von O
mmHg gemessen wurde. Durch die isovolumetrische Kontraktion des Ventrikelmyokards auf
dem Latexballon konnte so der linksventrikul&re systolische und diastolische Druck (LVP) als
Mal3 der Kontraktilitat bestimmt werden. Auch hier wurde Uber einen Brickenverstarker das
Signal des Druckaufnehmers amplifiziert und im PC verarbeitet. Der Verlauf des linksventri-
kulégren Druckes (LVP) wurde registriert. Aus diesen Daten wurde zusétzlich die Herzfre-
guenz (HR), der effektiv aus systolischem abzliglich diastolischem Druck errechnete links-
ventrikulére Druckanstieg (left ventricular developed pressure, LVDP) und die linksventriku-
lare maximale Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtnac) ermittelt und als differenzierte Kon-
traktilitétsparameter ebenfalls aufgezeichnet. Obwohl das Rattenherz spontan schlug, wurde
auf den rechten Vorhof die bipolare Elektrode eines Stimulators gesetzt. Die Herzen wurden

mit einer Frequenz oberhalb ihrer Eigenfrequenz stimuliert. Dies gewahrleistete eine gleich-
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bleibende Herzfrequenz fur die ganze Versuchsdauer ohne frequenzabhangige Verénderungen
desLVP.

4.2.2 Einsatz gefarbter Mikrosphéaren am isolierten Rattenherz

4.2.2.1 Prinzip der Bestimmung des regionalen Perfusionsflusses mit gefarbten Mikrosphéaren

Bei den verwendeten DyeTraké‘ Mikrosphéren handelt es sich um 15 +/- 0,2 um grof3e, ge-
farbte Polystyrenkugeln. Diese kdnnen in Gefél3e injiziert werden, wobel sie aufgrund ihrer
Grof3e die Mikrozirkulation der versorgten Organe nicht passieren konnen und die Kapillaren
embolisieren. Die Embolisationsrate ist proportional zur regionalen Perfusion, d.h. je mehr
ein Gewebeabschnitt durchblutet bzw. perfundiert wird, desto mehr Mikrosphéren bleiben im
Kapillargebiet hdngen. Bis zu einem gewissen Mal? beeintrachtigt dieser Vorgang nicht die
Organfunktion (s. 4.2.2.8.2.). Nach anschlief3ender Dissektion des zu untersuchenden Gewe-
bes (s. 4.2.2.2.) kénnen die in ihnen befindlichen Mikrosph&ren zurtickgewonnen werden.
Dazu bedarf es einer kompletten Auflésung der einzelnen Gewebeproben und anschlief3ender
Rickgewinnung der Mikrosphéren (s. 4.2.2.3.). Die Anzahl zuriickgewonnener Mikrosphéren
ist ein Mal3 der durch den entsprechenden Gewebeanteil geflossenen Blut- oder Perfusatmen-
ge zum Zeitpunkt der Mikrosphéreninjektion (hier: regionaler myokardialer Perfusionsflul3,
RMF). Um diese zu ermitteln, muf3 durch das L6sungsmittel Dimethylformamid (DMF) die
Farbe der Mikrosphéren ausgel0st und ihre Intensitét spektrophotometrisch bestimmt werden.
Uber die Farbintensitét lassen sich die Mikrosphéaren quantifizieren. Durch Injektion ver-
schiedenfarbiger Mikrosphéren zu unterschiedlichen Zeitpunkten besteht die Moglichkeit,
Veradnderungen des RMF zu diesen Zeitpunkten, z.B. vor und nach Gabe eines Pharmakons,
in demselben Strombahngebiet zu ermitteln (s. Abb.6). Das Absorptionsspektrum des dadurch
entstehenden Farbengemisches (s.Abb.9) wird im Spektrophotometer im Bereich von 320-820
nm in Absorptionseinheiten (AU) gemessen (1 AU=-lg [10%Lichttransmission / 100%).
Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz ist die Absorption direkt proportional zur Farbkonzent-
ration. Diese wiederum ist direkt proportional zur Mikrospharenzahl. Mit dem PC kann der
Antell unterschiedlich geférbter Mikrosphéren aus dem Farbgemisch heraus Uber die gemes-
sene Absorption quantifiziert werden. Hierzu dient ein Matrixinversionsprogramm, in dem
jede Farbe durch eine Wellenlange (Blau 672 nm, Violett 598 nm, Gelb 448 nm) charakteri-
siert ist. Das zusammengesetzte Spektrum einer Mischprobe wird mit Einzel spektren definier-

ter Mikrosphérenzahlen der jeweiligen Farbe (s. Abb.8, 9) im Matrixinversionsprogramm
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verglichen (s. 4.2.2.5.) und daraus die absolut enthaltene Mikrosphérenanzahl jeder Farbe
berechnet. Die Mikrospharenzahl dient zur Berechnung des RMF (s. 4.2.2.4.) in ml/min/g.

Jede Farbe reprasentiert den RMF zu einem anderen Zeitpunkt.

Abb.6: Schematische Darstellung unterschiedlich gefarbter Mikrosphéren
in einem Kapillargebiet. Die hellen Mikrosphéren wurden zu einem Zeit-
punkt mit intensiver Perfusion angesptilt, wahrend die dunklien zu einem

spateren Zeitpunkt mit geringerer Perfusion dazukamen.

4.2.2.2 Dissektion des Myokards in unterschiedliche mikrozirkul atorische Bereiche

Zur Untersuchung der regionalen Perfusion verschiedener Myokardbereiche wurde nach Ver-
suchsende das Rattenherz in anatomisch definierte Bereiche zerteilt (s. Abb.7). Endo- und
epikardiale Myokardanteile des linken Ventrikels fanden dabei besondere Beriicksichtigung.
Mit einem Skalpell wurden die Vorhofe unterhalb der Ventilebene sowie die Herzspitze abge-
trennt. Vom verbliebenen Anteil wurde die rechte Ventrikelwand und das Septum gel6st. Die
freie linke Ventrikelwand wurde in einen endo- und epikardialen Anteil geteilt. Es ergaben
sich somit funf Gewebeproben: Der endokardiale (ENDO) und epikardiale (EPI) Anteil der
linken Ventrikelwand, das Septum (SEPT) und die rechte Ventrikelwand (RV). Vorhéfe mit
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Geféalistdammen und die Herzspitze wurden als eine Probe zusammengefaldt (REST). Diese

funf Proben wurden anschlief3end gewogen und entsprechend 4.2.3.4. weiterverarbeitet.

Ry
SEPT

ENDO

EFI

Abb.7: Dissektion des Herzens. Die hellgrau dargestellten Anteile wurden
als REST zusammengefaldt (links). Die dunkelgrau makierte Scheibe wurde

in die Ubrigen Proben weiter zergliedert (rechts).

4.2.2.1 Rickgewinnung der Mikrosphéren aus den Myokardproben

Zur Ruckgewinnung der Mikrosphéren aus dem Gewebe multe dieses zundchst mittels alkali-
scher Hydrolyse aufgeldst werden. Anschlief3end wurden durch verschiedene Reinigungs-
schritte die Mikrosphéren isoliert.

Die Herzgewebeproben wurden in 15 ml PP-Rohrchen mit 4 ml 2 molarer Kaliumhydroxidl 6-
sung, versetzt mit 0,02% Tween, bel 60°C fur 1,5 h lysiert. Alle 15 min wurden dabei die
Rohrchen kurz geschittelt. Danach war das Gewebe vollstandig aufgel 6st, wogegen die Mik-
rosphéren noch unversehrt in der Lésung vorlagen. Es schlof3 sich eine 20 s lange
Ultraschallbehandlung zwecks Auflosung Ubriggebliebener Zellbestandteile an. Die PP-
Rohrchen wurden mit Aqua destillata auf 9 ml aufgefillt und bel 1500g 15 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Rohrchen mit 3 ml Natriumdesoxychol atreagenz
gefullt und erneut ultraschallbehandelt, so dald die entstandenen Pellets sich vollstandig
|6sten. Die Proben wurden wiederum zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die PP-
Rohrchen wurden nun mit 3 ml 70%igem Ethanol geflllt, abermals ultraschallbehandelt und
zentrifugiert. Nach Beseitigung des Uberstandes wurden die so aufgearbeiteten Mikrosphéren
unter einem konti-
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nuierlichen Stickstoffstrom 1 h getrocknet. Dann schlof? sich die Lésung der Farbe aus den
Mikrospharen mit 200l DMF in jedem PP-R6hrchen an. Nach einer weiteren Zentrifugation
(4 min, 2000g) wurde der farbige Uberstand abgenommen und die Absorption spektrophoto-
metrisch bestimmt.

4.2.2.2 Berechnung der regionalen myokardialen Perfusion

Zur Berechnung der regionalen myokardialen Perfusion kam folgende Formel zum Einsatz:
Fur jede der funf Myokardproben erfolgte die Berechnung einzeln und unterteilte sich noch-

malsin die drel eingesetzten Farben, so dal3 pro Herz 15 RMF errechnet wurden.

RM Feabe = regionaler myokardialer Perfusionsflufd zu einem der drei bestimmten
Zeitpunkte

CPF = coronarer Perfusionsfluld zum Zeitpunkt der Mikrosphéareninjektion in
ml/min

M Serobe = ermittelte Mikrosphérenanzahl in einer Probe

M Sgesamt = Summe aller M Sprope aUS einem Herz

Gewichtpone = Gewicht der einzelnen Myokardprobe in mg

1000 = Umrechnungsfaktor von mg zu g

4.2.2.3 Erstellung standardisierter Absorptionsspektren einzelner Farben

Aus jeder Charge Dye-Trak® Mikrospharen muften zunachst Standardabsorptionsspektren
der verwendeten Farben fur die Matrixinversion erstellt werden. Dazu wurde eine bekannte
Anzahl von Mikrosphéren einer Farbe in DMF gel6st und die Absorption im Spektrophoto-
meter (320-820 nm) bestimmt. Der Vergleich der entstandenen Absorptionskurven jeder ein-
zelnen Farbe (Abb.8) mit der eingesetzten Mikrosphérenmenge diente als Standard fir das
Matrixinversionsprogramm, welches dadurch auch Uberlagerte Absorptionskurven verschie-
dener Farben berechnen konnte. Die Standards wurden wie folgt erstellt:

Die in einer tweenhaltigen 0,9%igen Natriumchlorididsung mit einer Konzentration von

3000.000/ml gelieferten Mikrosphéren wurden der Original packung steril entnommen und in
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Natriumchlorid-Tween-Ldsung so verdinnt, dal3 in 200l der Verdinnungsldsung 2000 Mik-
rosphéren vorhanden waren. 200l dieser verdunnten Losung jeder Farbe wurden in je ein
Eppendorfreaktionsgefal’ pipettiert. Die Reaktionsgefal3e wurden bei 2000g 4 min zentrifu-
giert, der Uberstand verworfen und die verbliebenen Mikrospharenpellets unter Stickstoff
getrocknet. Das Trocknen gewdhrleistete, dald bel anschlieffender Auslésung der Farbe mit
DMF kein Verdinnungseffekt durch die Tragerlosung stattfand. Es wurde 200l DMF zur
L6sung verwendet. Die Reaktionsgefalie wurden wiederum zentrifugiert, um die nun farblo-
sen Mikrospharen aus dem gefarbten DMF zu entfernen. Der farbige Uberstand wurde abge-
nommen und im Spektrophotometer gemessen. Die Mef3daten wurden als Standard fir das
Matrixinversionsprogramm verwendet und fur 2000 Mikrosphéren definiert. Es wurden die
Farben Blau, Violett und Gelb eingesetzt.

4.2.2.4 Bestimmung der Mef3genauigkeit

Um vor Beginn der Untersuchungen die Mef3genauigkeit des vorliegenden Systems zu tber-
prufen, wurden mit Mikrosphadrengemischen unterschiedlicher Anzahl und Farben Konzentra-
tionsreithen erstellt. Von obengenannter Verdinnung wurden 50, 100, 250, und 500l pro Far-
be entnommen und miteinander gemischt. Dies entsprach einer Mikrospharenanzahl von
1500, 3000, 7500, und 15000. Diese Gemische wurden wie in 4.2.2.5. aufbereitet und gemes-
sen. Es ergaben sich fir die einzelnen Farben mittlere Differenzen von O bis +/-19,4% vom

Sollwert mit geringen Standardabweichungen (s.Abb.10).

4.2.2.5 Einflisse des Riuckgewinnungsprozesses auf die Mikrosphérenwiederfindung

Zur Ruckgewinnung der Mikrosphéren aus dem Herzgewebe ist ein relativ aufwendiges Ver-
fahren erforderlich (s. 4.2.2.3.). Um EinflUsse der verschiedenen Reagenzien sowie eventuelle
Verluste an Mikrosphéren durch diese Prozedur bestimmen zu kdnnen, wurde vor deren Ein-
satz in Perfusionen der Rickgewinnungsprozef3 mit nicht im Gewebe befindlichen Mikro-
sphéren nachgestellt. Kleine Mengen Rattenherzmuskulatur wurden in 15 ml PP-Réhrchen
gegeben. Von jeder Mikrosphérenfarbe wurden zu diesen Proben bekannte Mikrosphéarenan-
zahlen zugesetzt, entsprechend 4.2.2.6. 1500, 3000, 7500 und 15000 Mikrosphéren. Danach
wurde der Rickgewinnungsprozef3 aus 4.2.2.3. vorgenommen und die gefundenen Mikro-
sphéren gemessen. Es zeigte sich, dal3 bel jeder Farbe niedrigere Anzahlen gemessen wurden,
asin4.2.2.6. (s. Abb.11), wobei die grofdten Differenzen bei den gelbgeféarbten Mikrospharen

ermittelt wurden.

32



Einzelspektren

0.6
—Blau
0.5 Gelb
------ Violett
= 0.4 -
<
5
= 0.3
2
o
1)
Ke)
< 0.2
0.1 A
\ AN
SN—
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T e T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e T T e T T T T T T T T T T T T T T T O T T T T I T T I T I T T I T ToTT T
o o o o o o o o o o o O o o o

o o o o o o o o o o o
N § © 0 O &N ¥ © 0 O NN ¥ © 0 O N ¥ © 0 O N I © 0o o
M Mmoo O OO0 5 5 5 5 89 0 0 0 ;n mn O© © © © O© N~ N~ N~ M~ N~ 00

Wellenlange (nm)

Abb.8: Einzelspektren der drei verwendeten Farben. Die Farbkonzentrationen in 200 DMF entstammte aus
2000 Mikrosphéren jeder Farbe.
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Abb.9: Zusammengesetztes Spektrum eines Farbgemisches. Es ist erstellt aus den Mikrosphédren einer Myo-
kardprobe, gelést in 200 pul DMF.
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Bestimmung der Mel3genauigkeit
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Abb.10: Bestimmung der Mef3genavigkeit des Systems. Direkt in DMF eluierte Mikrosphéren wurden photo-
metrisch gemessen und anschlieffend quantifiziert.Die Mittelwerte +/- SEM stammen aus 3 unabhangigen Expe-

rimenten.
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Abb.11: Verluste von Mikrosphéren nach Riickgewinnung aus Gewebeproben. Die Mittelwerte +/- SEM stam-
men aus 3 unabhangigen Experimenten.



Die Differenz vom Sollwert betrug hier -4,8% bis -38,4% mit geringen Standardabwei chun-
gen. Dieser Verlust kommt bei der Berechnung der regionalen Perfusion aber nicht zum tra-
gen, dadort der Quotient aus M Sprone/ M Syesamt VErwendet wird (s. 4.2.2.4).

4.2.2.6 Doserung der Mikrosphéren

4.2.2.6.1 Uberlegungen zur Dosierung

Voraussetzung zur Bestimmung des RMF ist die uneingeschrénkte Funktion des Rattenher-
zens. Die Anzahl der injizierten Mikrosphéren darf nicht so hoch sein, dal3 durch die Emboli-
sierung der Kapillaren die Versorgung des Gewebes eingeschrankt wird. Gleichzeitig mul3 sie
aber so hoch sein, dal? in den spéteren Einzelproben statistisch aussagekraftige Berechnungen
moglich sind. Laut Hersteller liegt die kritische Grenze bei 400 Mikrosphéren einer Farbe in
einer Probe. In der vorliegenden Arbeit enthielten die Proben ca. 1000 bis 5000 Mikrosphéren
pro Farbe. Fur die Ldsung von Mikrosphédrenfarbe in DMF bestehen weiterhin Maximalgren-
zen, da die Linearitdt zwischen Mikrosphérenzahl und im Spektrophotometer gemessener
Absorption tber 1,3 AU nicht mehr gewdahrleistet ist. Dies entspricht 12000 blauen, 15000
violetten und 3000 gelben Mikrospharen in 100ul DMF (Dye-Trak® -Produktinformation). Fiir
die Injektion in Rattenherzen wird eine Menge von 10000 — 20000 Mikrosphéren als geeignet
angesehen (130). In Vorexperimenten wurden Injektionen von 10000, 15000 und 20000 Mik-
rosphéren erprobt (n=3). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Bestimmung

des RMF bei diesen drei Dosierungen.

4.2.2.6.2 Einfluld der Mikrosphareninjektion auf die Herzfunktion

Die Mikrospharen wurden in 250 0,9%iger, mit 0,02% Tween versetzter NaCl- Lésung gut
suspendiert und mit einer 1 ml- Spritze in den freien Weg der Teflonkupplung injiziert. Dies
erfolgte bel laufender Perfusion. Die Auswirkungen der Injektion dieser Lésung sowie der
enthaltenen Anzahl an Mikrosphéren auf physiologische Parameter des Rattenherzens wur-
den erprobt. Zunachst wurde mehrfach mikrosphérenfreie Losung injiziert. Danach erfolgte in
mehreren Experimenten die dem Versuchsablauf (s. 4.2.3.) entsprechende Injektion von
10000, 15000 und 20000 Mikrosphéren. Die Injektionen erfolgten blasenfrel. Bei flul3- und
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druckkonstanter Perfusion zeigte sich ein reversibler Abfall des LVDP um 3-5 mmHg. Nach
ca. 30 s wurde das Ausgangsniveau wieder erreicht. Die Mikrosphédren hatten in keiner Dosie-
rung nachhaltigen Einfluld auf CPP, CPF, LVP und dP/dt. Es wurde offen perfundiert. Fur

weitere Experimente wurde eine Anzahl von 15000 Mikrosphéren gewahlt.

4.2.2.7 Einflisse der rezirkulierenden Perfusion

Da die isolierten Exotoxine nicht in unbegrenzter Menge zur Verfligung standen, wurde das
rezirkulierende Perfusionsverfahren angestrebt. Es ermdglicht einen gleichbleibenden To-
xinspiegel bel Einsatz einer wesentlich geringeren Toxinmenge, als es in der offenen Perfusi-
on erforderlich wéare. Mdgliche Einflisse von eventuell rezirkulierenden Mikrosphéren oder
Tween 80 auf die Herzphysiologie und die RMF- Bestimmung mufdten im rezirkulierenden
Verfahren zunéchst untersucht werden: Die Untersuchung des organeffluenten Perfusates
wahrend und nach der Injektion ergab keinen mef3baren Gehalt an Mikrosphéaren. Die physio-
logischen Parameter des Rattenherzens im zweistiindigen Verlauf der rezirkulierenden Perfu-
sion é@nderten sich nicht nachhaltig durch wiederholte Mikrosphéreninjektionen. Die Bestim-
mung des RMF durch geférbte Mikrosphéren wiesim Vergleich beider Verfahren keine signi-
fikanten Unterschiede auf. Die rezirkulierende Perfusion konnte somit unbedenklich einge-
setzt werden. Das offene Perfusionsverfahren fand aus obenstehenden Griinden keine weitere

Verwendung.

4.2.3 Standardversuchsprotokoll

Nach Fixation des Rattenherzens an der Aortenkanile wurde es zundchst mit 150 ml Perfusat

offen perfundiert. Dies hatte den Zweck, das Organ von séamtlichen Blutresten zu befreien,
bevor das organeffluente Perfusat rezirkuliert wurde. Zur Rezirkulation wurde das abtropfen-
de Perfusat in der beheizten Organkammer aufgefangen und in den Oxygenator zuriickge-
pumt. Die Versuchsdauer betrug von diesem Zeitpunkt an 60 min, wobei der Zeitpunkt der
Toxinexposition nach halbstiindiger Rezirkulation mit O bezeichnet wurde. Zunéchst hatte das
Herz weitere 10 min zur Erreichung des , steady- state”: Nach diesem Zeitraum zeigte es kon-
stante physiologische Parameter (CPP/ CPF, LVDP, dP/dtm.). Herzen, deren Parameter keine
Konstanz aufwiesen, wurden von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. In den pharma-
kologischen Untersuchungen wurde zum Zeitpunkt -20 min das Pharmakon in das Reservoir

appliziert. Zum Zeitpunkt -10 min erfolgte die Injektion von blauen Mikrosphéren,
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bei O min wurde (mit Ausnahme der Kontrollen) das bakterielle Toxin als Bolus in das Reser-
voir gegeben. Im Abstand von 10 min erfolgten dann zwel weitere Mikrosphareninjektionen,
erst Violett, dann Gelb.

Nach 30-mindtiger Toxinperfusion wurde die Aufzeichnung beendet, das Herz abgehéngt und
den weitergehenden Untersuchungen unterzogen. Es ergaben sich so drei Zeitpunkte, zu de-
nen die Bestimmung des regionalen myokardialen Perfusionsflusses moglich war. Der erste
(Blau) reprasentierte die regionae Perfusion vor den toxininduzierten Veranderungen, die
weiteren (Violett und Gelb) die Veranderungen der regionalen Perfusion durch Toxingabe.
Bel Einsatz eines Pharmakons wurde dies frihzeitig eingesetzt, um eine ausreichende Wir-
kungszeit zu gewahrleisten. Der Versuchsablauf ist in Form eines Zeitstrahls in Abb.12 dar-
gestellt.

Versuchsauer
in min: Start -30 -20 -10 0 10 20 30

Spiilphase []|steady-state

(Pharmakon) Blau Toxin Violett Gelb

Abb.12: Versuchsabl auf

Folgende Gruppen mit jewells mindestens 4 unabhangigen Experimenten wurden jeweils
fluBkonstant und druckkonstant durchgefihrt:

® Kontrolle (die Kontrollgruppen in den Abb. 13-22 und Tab. 3 und 4 sind un-
behandelte Herzen)

a-Toxin (1pg/ml)

Indomethacin (250uM) + a-Toxin (1ug/ml)

ECH (0,25 HU/ml)

MK 886 (7,5uM) + ECH (0,25 HU/m)

Es wurden folgende weiter e Kontrollexperimente (n 3 3) durchgefihrt:
- Indomethacin (250uM)
- MK 886 (7,5uM)
- DMSO (0,002ul/ml)
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Indomethacin = Cyclooxygenase-Inhibitor, gelést in 100 Wl DM SO
MK 886 = 5-Lipoxygenase-Inhibitor, gel6st in 100 Wl DMSO

Die Toxine und Inhibitoren wurden nach Wirkung dosiert und entsprechen den Angaben von
Sibelius et a. (90, 144).

424 ECH-Test

Fir jede Charge ECH wurde zunéchst die hdmolytische Aktivitét Uberprift. Hierzu wurde
eine Verdinnungsreihe des in Guanidinpuffer gelésten ECH von 1/10 bis 1/ 10000 in Zwei-
erschritten erstellt. 50 pl einer 10%igen Kaninchenerythrozytensuspension und 50 pl jeder
V erdiinnungsstufe wurden eine Stunde lang in einem 37°C warmen Wasserbad unter sténdi-
ger Bewegung inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert und 10 pl des Uberstandes abge-
nommen. Dieser wurde auf eine Mikrotiterplatte mit 90 pl physiologischer K ochsalzldsung
zusammen pipettiert. Im Photometer erfolgte die Messung der Extinktion bei 405 nm. In halb-
logarithmischer Darstellung der Extinktion gegen die Verdinnungsstufen konnte der 60%ige

Wert der vollen Hamolyse mit zugehoriger Verdinnungsstufe (Titer) abgel esen werden.

425 LimulusTest

Der Limulus Amobozyt Lysat (LAL) Test dient der Quantifizierung von Lipopolysacchariden
(LPS). Eine auf den Gehalt an LPS zu untersuchende Losung wird mit LAL versetzt. Dieses
enthdlt ein Proenzym, dessen Aktivierung zum Enzym durch LPS katalysiert wird. Die Bil-
dung des Enzyms ist direkt proportional zur LPS-Konzentration. Das aktivierte Enzym wie-
derum katalysiert die Abspaltung von farbigem p-Nitroanilin von einem zugefihrten farblo-
sen Substrat (Ac-lle-Glu-Ala-Arg-p-Nitroanilin). Die Freisetzung des p-Nitroanilins kann in
dem Bereich 405-410 nm als Absorption photometrisch bestimmt werden und korreliert linear
zur Ausgangs-LPS-Konzentration. Im Vergleich zu Standards kann diese LPS-Menge absolut
errechnet werden. Der Test wurde in der vorliegenden Arbeit eingesetzt, um eine Verunreini-
gung des toxinhaltigen Perfusats mit LPS auszuschlief3en. Die Untersuchung ergab keinen
mefdbaren Gehalt an LPS. Der verwendete Test ist fir den Konzentrationsbereich von 0,01 bis
0,1ng LPS/ml geeignet.

38



4.2.6 Auswertungund Statistik

Samtliche Daten sind as Mittelwert +/- SEM aus mindestens 4 unabhangigen Experimenten
dargestellt. Zur statistischen Signifikanzbewertung wurde der Tukey’s Honestly Significant
Difference Test sowie eine Varianzanalyse (one-way-ANOVA) eingesetzt. Ein Wert von p <
0,05 wurde als signifikant betrachtet. In den Grafiken wurden signifikant abweichende Werte
mit * oder # gekennzeichnet. Anderungen der Kontraktilitét (LVDP, dP/dtya) und des RMF
sind als relative, d.h. prozentuale Abweichungen von den Ausgangswerten dargestellt. CPP
und CPF wurden al's Abweichung vom Ausgangswert (DCPP und DCPF) dargestellt.
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5 Ergebnisse

5.1 Uberblick

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht der Vergleich der Wirkungen von Escherichia
coli Hamolysin und a-Toxin von Saphylococcus aureus auf die Mikrozirkulation isoliert und
zellfrel perfundierter Rattenherzen. Es wurde der Einflufl3 beider Toxine auf Parameter der
coronaren Vasomotorik und myokardialen Kontraktilitdt untersucht. Parallel dazu wurde der
regionale myokardiale Perfusionsflu? (RMF) mit Hilfe geféarbter Mikrosphéren in fnf defi-
nierten Myokardarealen des Rattenherzens ermittelt. Von besonderem Interesse war dabei die
frele Wand des linken Ventrikels. Hier zeigten sich toxinabhangige Perfusionsstérungen, die
sich bei den beiden verwendeten Toxinen unterschieden. Verglichen wurden die VVorgange bei
fluRkonstantem und druckkonstantem Perfusionsverfahren. Durch Pharmaka wurde versucht,
die Auswirkung der eingesetzten bakteriellen Toxine auf Kontraktilitét und Zirkulation zu
inhibieren.

Bel den im Versuchsverlauf kontinuierlich aufgezeichneten physiologischen Parametern sind
jewells nur die drel Zeitpunkte dargestellt, zu denen die RMF-Bestimmung erfolgte. Alle to-
xininduzierten physiologischen Verénderungen ereigneten sich innerhalb eines Zeitraums von
30 Minuten. Aufgrund interindividueller Unterschiede wurden zur besseren Ubersicht alle
Veranderungen relativ. zum Ausgangswert betrachtet. Neben coronarem Perfusionsdruck
(CPP) und coronarem Perfusatflul (CPF), die a's DCPP und DCPF dargestellt sind, sind alle
Ubrigen Parameter als prozentuale Abweichung vom Ausgangswert (=100%) aufgezeigt. Die
absoluten Werte dieser Parameter im ,, steady-state”, also vor Toxinapplikation, sind den Ta-
bellen 1-4 zu entnehmen.
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Parameter CPP CPF LVDP dP/dtmax
(mmHg) (ml/min) (mmHg) (mmHg/s)
druckkonstant 75* 18.4 (0.9) 99.0 (2.9) 4130 (177)
fluBkonstant 54.4 (1.9) 10.9 (0.3)* 76.7 (2.2) 3340 (142)

Tab. 1: Kontraktionsparameter und coronare Vasomotorik wéhrend des , steady-states‘. Mittelwerte (SEM) aller
Versuche zum Zeitpunkt -10 vor Toxinapplikation.* = durch Versuchsaufbau vorgegeben. Druckkonstante
Gruppe n=24, flukonstante n=23.

RMF(ml/min/g)] ENDO EPI SEPT RV REST E/E

druckkonstant| 32.5(2.8) | 29.0(3.1) | 21.1(1.9) | 19.4(2.0) | 135(0.9) | 1.3(0.1)

fluBkonstant | 17.9(1.9) | 154 (1.7) | 16.7(1.3) | 20.6 (2.0 9.7 (0.7) 1.2 (0.1)

Tab. 2. Regionale myokardiale Perfusion wahrend des , steady-states’ in ml/min/g. Mittelwerte (SEM) aller
Versuche zum Zeitpunkt -10 vor Toxinapplikation. Druckkonstante Gruppe n=24, flu3konstante n=22.

5.2 Veranderungen der Kontraktilitat und coronaren Vasomotorik unter
Einflul3 von ECH

5.2.1 Ergebnisseder druckkonstanten Perfusion

In den Kontrollversuchen ohne Zusatz von Toxin oder Pharmaka zeigte sich wahrend der
Versuchsdauer lediglich ein leichter Abfall des coronaren Perfusionsflusses (CPF) als rezip-
rokes Mal3 des coronaren Gefa3widerstandes bel druckkonstanter Perfusion mit 75mmHg.
Wahrend des halbstiindigen Beobachtungszeitraumes fiel der CPF um 1,5 ml/min vom Aus-
gangswert ab. Die coronare Einschwemmung von ECH (0,25 HU/mlI) fihrte zu einem drama-
tischen Abfall des CPF um -9,2 ml/min. In Gegenwart des Lipoxygenaseinhibitors MK 886
(7,5 uM) war der ECH-induzierte Abfall des CPF deutlich vermindert (Abb.13a).

Parallel zum toxinabhangigen Riickgang des Perfusionsflusses trat auch ein Einbruch der
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Kontraktilitét der ECH-perfundierten Herzen ein. Die Kontraktilitét der Herzen wurde zum
einen durch den systolisch entwickelten linksventrikuldren Druck (left ventricular developed
pressure, LVDP) erfald, der die Differenz zwischen enddiastolischem und endsystolischem
Druck wiedergibt. Zum anderen wurde als zweiter Kontraktilitdtsparameter die maximale
linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit (dP/dtmax) registriert. In der Kontrollgruppe
zeigte sich ein leichter Abfall der Kontraktilitét im betrachteten Zeitraum. Der LVDP fiel auf
84,1%, dP/dtma auf 93,3% des Ausgangswertes ab. Die mit ECH perfundierten Herzen wie-
sen dagegen einen massiven Abfall des LVDP auf 42,6% und des dP/dt. auf 28,8% auf.
Durch Applikation von MK 886 konnte der toxininduzierte Kontraktilitatsverlust nahezu voll-
stéandig verhindert werden. Unter Einfluf3 dieses Inhibitors sank der LVDP auf 80,6% und die
dP/dtmax lediglich auf 84% des Ausgangswertes (Abb.13b, c). Im Unterschied zu den a-
Toxin-Versuchen stieg in denen mit ECH der enddiastolische Druck (LV Pgia) auf Werte zwi-
schen 30 und 40 mmHg. Auch dieser Effekt konnte mit MK886 vollsténdig unterbunden wer-
den (Daten sind nicht graphisch dargestellt).

5.2.2 Ergebnisseder fluBkonstanten Perfusion

Die ECH-induzierten Veranderungen im fluf3konstanten Versuchsaufbau entsprachen grofi3-
tenteils denen bei druckkonstanter Perfusion. In diesem Verfahren wurde jedoch nicht der
CPF, sondern der coronare Perfusionsdruck (coronary perfusion pressure, CPP) als Mal3 des
coronaren Gefal3widerstandes erfald. Nicht der Perfusionsdruck, sondern der Perfusatflul®
wurde in diesem System vorgegeben (10-12 mi/min/g). In der Kontrollgruppe fand ein leich-
ter Anstieg des CPP um 10,4 mmHg im Beobachtungszeitraum statt. Die Perfusion von ECH
(0,25 HU/ml) verursachte dagegen einen Anstieg des CPP um 51,8 mmHg. Der Inhibitions-
versuch mit MK 886 zeigte eine weitgehende Unterdriickung der ECH-Wirkung. Der Anstieg
betrug hier +19,8 mmHg (Abb.14 a).

Der Effekt von ECH auf die kardiale Pumpfunktion resultierte in einer Abnahme von LVDP
und dP/dtma. Flr den LVDP ergab sich eine Abnahme auf 71,2% des Ausgangswertes gegen-
Uber der Kontrollgruppe, die mit 102,3% einen geringfligigen Anstieg verzeichnete. dP/dtyax
sank auf 55,5% gegentiber dem Kontrollwert von 104,6%.
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Abb.13: Veranderungen der Kontraktilitdt und coronaren Vasomotorik unter Einflul? von ECH bei druckkon-
stanter Perfusion. Aufgetragen sind die Werte zu den drei Zeitpunkten der RMF-Messung.&:; = Kontrollgruppe
(unbehandelt), (= ECH, @ = ECH+MKS886. * unterscheidet sich signifikant von der Kontrollgruppe, # unter-
scheidet sich signifikant von der Inhibitoren-Gruppe. Die Mittelwerte +/- SEM stammen aus mindestens 4 unab-

héngigen Experimenten.
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Zusatzlich gingen in dieser ECH-Gruppe von n=5 vier Herzen in Kammerflimmern tber, und
zwar eins vor dem zweiten Zeitpunkt der RMF-Messung (10 min nach ECH-Exposition), eins
vor dem dritten Zeitpunkt der RMF-Messung (20 min nach ECH-Exposition) und zwei Her-
zen nach dem dritten Mef3zeitpunkt, d.h. auf3erhalb desin Abb.14 dargestellten Zeitraumes. In
der mit MK886 und ECH perfundierten Gruppe trat hingegen in keinem Fall Kammerflim-
mern auf. Die Werte fur LVDP und dP/dt. lagen mit 115,8% bzw. 111,4% tber Kontrollni-
veau (Abb.14 b, c).

5.3 Veranderungen der regionalen myokardialen Perfusion durch ECH
5.3.1 Ergebnisseder druckkonstanten Perfusion

Der regionale myokardiale Perfusionsflufld (regional myocardia flow, RMF) wurde in flnf
anatomischen Anteilen des Rattenherzens bestimmt. Sie bestanden aus dem endokardialen
(ENDO) und epikardialen Anteil (EPI) der freien Wand des linken Ventrikels, dem Septum
(SEPT), der freien Wand des rechten Ventrikels (RV) sowie einem aus Herzbasis und Apex
bestehender Rest (REST). Im betrachteten Zeitraum zeigte sich fur ENDO in der Kontroll-
gruppe ein leichter Abfall des RMF auf 83,2% des Ausgangswertes. Durch die coronare Per-
fusion von ECH (0,25 HU/ml) verminderte sich der RMF dieses Myokardanteils drastisch auf
32,8%, wohingegen in Anwesenheit des Lipoxygenaseinhibitors MK886 die endokardiale
Perfusion trotz ECH-Gabe ungefdhr auf Kontrollniveau verblieb (87,8%). Die Verdnderung
der regionalen Perfusion war im epikardialem Anteil weitaus geringer ausgepragt. Die Kon-
trolle sank auf 94,5%. Die ECH-Gruppe verzeichnete mit einer Abnahme auf 57,7% einen
deutlich geringeren Rickgang der regionalen Perfusion als die endokardialen Gewebsab-
schnitte. Durch die gleichzeitige Perfusion von MK 886 lief? sich der Riickgang der epikardia
len Perfusion deutlich vermindern. Diese Ergebnisse sind in Abb.15 dargestellt. Der RMF in
SEPT sank unter Toxineinwirkung auf 57,9% im Vergleich zur Kontrolle mit 92,2%. Auch im
REST war eine Verminderung des RMF durch ECH erkennbar. Die Perfusion sank auf 54,5%
des Ausgangswertes gegentiber dem Kontrollwert von 89,8%. Die regionalen myokardialen
Perfusionen dieser drei Myokardanteile sind nicht graphisch dargestellt, sondern in den Tabel-
len 3 und 4 wiederzufinden.
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5.3.2 Ergebnisseder fluBkonstanten Perfusion

Bei flulkonstanter Perfusion der Rattenherzen fihrte die Gabe von ECH in den endokardialen
Gewebsabschnitten zu gleichsinnigen Veranderungen wie im druckkonstanten System. Wah-
rend der RMF der Kontrolle konstant blieb (103,6% nach 20 min), sank er in Anwesenheit
von ECH auf 71,5%. Dieser Toxineinflufd war durch MK 886 antagonisierbar. In den epikar-
dialen Gewebeabschnitten hingegen lagen alle drei Gruppen im gleichen RMF-Bereich zwi-
schen 92% und 100% des Ausgangswertes (Abb.16). In den Ubrigen Myokardanteilen lagen
nur wenige signifikante Unterschiede vor (graphisch nicht dargestellt, Tabelle 3 und 4).

54 Veranderungen der Kontraktilitdt und coronaren Vasomotorik unter
Einflul3 von a-Toxin

5.4.1 Ergebnisseder druckkonstanten Perfusion

Innerhalb eines halbstiindigen Zeitraumes fiel der CPF der Kontrollgruppe, wie schon in
5.2.1. erwahnt, um 1,5 ml/min vom Ausgangswert ab. Der Zusatz von a-Toxin in einer End-
konzentration von 1ug/ml zum Perfusat bewirkte dagegen eine Anderung von DCPF von —7,7
ml/min. Bei Zusatz des Cyclooxygenaseinhibitors Indomethacin in einer Endkonzentration
von 250 uM im Perfusat konnte das applizierte a-Toxin in obenstehender Konzentration le-
diglich einen Abfall des CPF um 1,25 ml bewirken.

Parallel zur Minderung des Perfusionsflusses trat auch ein Kontraktilitdtsverlust bei den mit
a-Toxin perfundierten Herzen ein. In der Kontrollgruppe zeigte sich ein leichter Abfall beider
Kontraktilitétsparameter im betrachteten Zeitraum. Der LVDP fiel hier auf 84,1%, dP/dtmax
auf 93,3% des Ausgangswertes ab. Die mit a-Toxin perfundierten Herzen wiesen dagegen
einen massiven Abfall des LVDP auf 43,5% und des dP/dta auf 49,6% auf. Durch Indo-
methacin konnten die Kontraktilitétsparameter vollsténdig auf Kontrollniveau gehalten wer-
den. Unter Einfluld dieses Inhibitors sank der LVDP auf 85,7% und dP/dty lediglich auf
95,1% des Ausgangswertes. Dargestellt sind diese Ergebnissein Abb.17.
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5.4.2 Ergebnisseder fluBkonstanten Perfusion

In der Kontrollgruppe fand ein leichter Anstieg des CPP im betrachteten Zeitraum um 10,4
mmHg statt. Die coronare Perfusion von a-Toxin (1ug/ml) verursachte dagegen einen An-
stieg des CPP um 39 mmHg. In Anwesenheit des Cyclooxygenaseinhibitors Indomethacin
(250uM) war der a-Toxin-induzierte Anstieg komplett aufgehoben (Abb. 18a). Der Effekt
von a-Toxin auf die kardiale Pumpfunktion resultierte in einer Abnahme von LVDP und
dP/dtnax. FUr den LVDP ergab sich eine Abnahme auf 72,1% nach 20 min (Kontrollgruppe
102,3% nach 20 min) und fur dP/dtna ein Ruckgang auf 78,9% (Kontrollwert 104,6%). Die-
ser toxinbedingte Kontraktilitétsverlust war in Anwesenheit des Cyclooxygenaseinhibitors
deutlich abgeschwécht. Die mit Indomethacin und a-Toxin perfundierte Gruppe ergab fir
LVDP lediglich einen Rickgang auf 84,2% und fir dP/dtma auf 88% des Ausgangswertes
(Abb. 18b, c).

5.5 Veranderungen der regionalen myokardialen Perfusion durch a-Toxin
551 Ergebnisseder druckkonstanten Perfusion

Im betrachteten Zeitraum kam es in den endokardialen Myokardschichten der Kontrollgruppe
zu einem leichten Abfall des RMF auf 83,2% des Ausgangswertes. Unter Einflufd von 1ug a-
Toxin/ml Perfusat verminderte sich der RMF dieses Myokardanteils auf 51,1% innerhalb von
20 Minuten. In Anwesenheit von Indomethacin blieb die endokardiale Perfusion trotz a-
Toxin-Gabe vollstandig erhalten. Auch im epikardialen Anteil des linken Ventrikels kam es
durch Perfusion von a-Toxin zu einem Einbruch des RMF. Wéhrend die Kontrolle innerhab
von 20 min auf 94,5% sank, kam es in der a-Toxin-Gruppe zu einer Abnahme auf 43,8% des
Ausgangswertes. Die mit Indomethacin inhibierte Gruppe zeigte in EPl zum zweiten Mef3-
zeitpunkt immerhin noch eine Perfusion von 83,3% vom Ausgangswert (Abb.19). Der RMF
in SEPT sank unter Toxineinwirkung auf 48% im Vergleich zur Kontrolle mit 92,2% und zur
Indomethacin-Gruppe mit 116,8%. Auch im REST war eine Verminderung des RMF durch
a-Toxin erkennbar. Die Perfusion sank auf 55,3% des Ausgangswertes gegeniiber dem Kon-
trollwert von 89,8% und dem Wert 91,3% in der Indomethacin-Gruppe. In RV war keine sig-
nifikante Anderungen des RMF festzustellen. Die regionalen myokardialen Perfusionen der
letzten drei Myokardanteile sind in Tabelle 3 und 4 wiedergegeben.
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55.2 Ergebnisseder fluBkonstanten Perfusion

a-Toxin fuhrte im flulZkonstanten Versuchsaufbau zu einem tendenziellen, aber nicht signifi-
kanten Rickgang der endokardialen Perfusion. Der RMF im epikardialen Anteil des linken
Ventrikels zeigte unter a-Toxin jedoch einen deutlichen Abfall auf 75,8% des Ausgangswer-
tes. Er unterschied sich damit signifikant von der Kontrolle mit einem Wert von 92,2% und
der Indomethacin-Gruppe mit 97,5% (Abb.20). Der RMF in REST stieg unter Toxineinwir-
kung auf 123,7% zum zweiten Zeitpunkt und unterschied sich damit lediglich von der Indo-
methacin-Gruppe mit 92,7% des Ausgangswertes. Daneben wiesen SEPT, RV und REST
keine signifikanten Abweichungen im RMF auf. Die regionalen myokardialen Perfusionen
dieser Myokardanteile sind in Tabelle 3 und 4 aufgefihrt.

5.6 Vergleichende Betrachtung der Auswirkungen beider Toxine auf die
regionale myokardiale Perfusion in der linken Ventrikelwand

Um die Vertellung der regionalen myokardialen Perfusion der freien Wand des linken Ventri-
kels zwischen endokardialen und epikardialen Gewebsabschnitten genauer erfassen zu kon-
nen, wurde aus den absoluten regionalen Perfusatfliissen der Quotient ENDO/EPI gebildet.
Wie aus Tab.2 ersichtlich wird, sind bel einem Quotienten von 1,25 +/- 0,1 bzw. 1,20 +/- 0,1
sowohl im druck- als auch im fluf3konstanten Versuchsaufbau die endokardialen Myokardab-
schnitte besser perfundiert als die epikardialen. Auch der Quotient wurde aufgrund interindi-
vidueller Unterschiede als prozentualer Anteil vom Ausgangswert bestimmt. Abb.21 und 22
zeigen, wie der Quotient sich im Verlauf des betrachteten Zeitraumes &nderte. Es sind die
Quotienten der Kontrollgruppe, der ECH- und der a-Toxin-Gruppe jeweils druck- und fluf3-
konstant dargestellt. Eine Abweichung der Graphen von der 100%-Marke verdeutlicht eine
Umvertellung der Perfusion zwischen den Myokardschichten im Vergleich zum Ausgangs-
wert. Der deutliche Rickgang des Quotienten bel druckkonstanter Perfusion zeigt einen tber-
proportionalen Rickgang der endokardialen im Vergleich zur epikardialen regionalen Perfu-
sion durch die coronare Einschwemmung von ECH an, wogegen mit a-Toxin perfundierte
Herzen eine Uberproportional verminderte Perfusion im epikardialen Myokard aufweisen. Der
Quotient fiel bel der ECH-Gruppe auf 55,7%, stieg aber bei der a-Toxin-Gruppe auf 116,2%.
Die Kontrolle fiel leicht auf 87,6%. Bei flulkonstanter Perfusion fanden sich gleichsinnige
Veranderungen. Wahrend die Kontrollgruppe auf 113,7% anstieg, fiel die ECH-Gruppe auf
75,4%. Die a-Toxin-Gruppe stieg auf 123,2%.
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Abb.19, 20: Regionale myokardiale Perfusion in der linken Ventrikelwand unter a-Toxin. Abb.19: Bei druck-
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der Kontrollgruppe, # unterscheidet sich signifikant von der Inhibitoren-Gruppe. Die Mittelwerte +/- SEM

stammen aus mindestens 4 unabhéngigen Experimenten.
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Abb.21: Prozentuale Abweichung des Quotienten aus endokardialer/epikardialer Perfusion vom Ausgangswert
bei druckkonstanter Perfusion. Zum dritten Mef3zeitpunkt unterscheiden sich die beiden Toxingruppen signifikant
von der Kontrollgruppe und voneinander (*).Die Mittelwerte +/- SEM stammen aus mindestens 4 unabhangigen

Experimenten.

Somit unterschieden sich die Umverteilungen der regionalen linksventrikul&ren Perfusion
durch die Exotoxine ECH und a-Toxin in beiden Versuchsanordnungen signifikant vonein-

ander.

5.7 Ergebnisseder Kontrollversuche

Um Effekte durch MK886, Indomethacin oder das eingesetzte Ldsungsmittel DM SO auszu-
schlief3en, wurden weitere Kontrollexperimente mit diesen Stoffen in gleicher Dosierung vor-
genommen, wie in den dbrigen Versuchen. Ihre Auswirkungen auf CPP, CPF, LVDP,
dP/dtmax und RMF wurden mit mindestens drel unabhangigen Versuchen tberpriift. Es erga
ben sich keine signifikanten Unterschiede zu den Kontrollgruppen mit unbehandelten Herzen,
so dal3 in allen graphischen Darstellungen die gleiche Kontrollgruppe mit unbehandelten Rat-
tenherzen zum Vergleich dienen konnte. Die Ergebnisse der hier genannten weiterfiihrenden

Kontrollexperimente sind nicht graphisch dargestellt.
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Linksventrikulare RMF-Umverteilung bei fluBkonstanter Perfusion
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Abb.22: Prozentuale Abweichung des Quotienten aus endokardial er/epikardialer Perfusion vom Ausgangswert
bei fluBkonstanter Perfusion. Zum zweiten und dritten Mef3zeitpunkt unterscheidet sich die ECH-Gruppe signifi-
kant von der a-Toxin-Gruppe und der Kontrolle (*).Die Mittelwerte +/- SEM stammen aus mindestens 4 unab-

héngigen Experimenten.

5.8 Odembildung

Sowohl durch a-Toxin, as auch durch ECH konnte am Versuchende eine Gewichtszunahme
des gesamten Rattenherzens zwischen 10 und 20% festgestellt werden. Diese Gewichtszu-
nahme konnte nicht durch pharmakologische Intervention verhindert werden und zeigte sich

nicht in Kontrollherzen.



Probe min |Kontrolle ECH ECH+ MK886 |a-Toxin a-Toxin+Indo
-10 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.00) 100.0 (0.0)
ENDO | 10 92.2 (3.2) 38.4 (6.3)* # 90.4 (7.8) 45.0 (5.9)* # 106.7 (9.8)
20 83.2 (8.5) 32.8 (5.7)* # 87.8 (8.8) 51.1 (8.9)* # 103.7 (4.5)
-10 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.00) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0)
EPI 10 103.4 (5.4) 61.2 (9.3)* # 107.4 (9.0) 46.0 (9.3)* # 94.1 (8.2)
20 94.5 (5.5) 57.7 (8.8)* 75.4 (4.2) 43.8 (7.6)* # 83.3 (6.1)
-10 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0)
SEPT 10 100.7 (8.2) 63.6 (9.1)* 77.0 (9.0) 44.6 (6.9)* # 114.0 (10.6)
20 92.2 (8.7) 57.9 (10.6) 91.0 (20.5) 48.0 (7.3)* # 116.8 (16.3)
-10 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0)
RV 10 97.2 (3.9) 92.2 (19.5) 63.6 (12.1) 85.9 (17.2) 78.5 (13.7)
20 101.3 (7.3) 80.0 (19.6) 83.0 (21.1) 86.4 (15.2) 76.2 (11.2)
-10 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0)
REST 10 93.8 (6.0) 53.8 (6.5)* 72.5(8.1) 56.6 (12.4) 87.1(3.3)
20 89.8 (5.0) 54.5 (7.6)* 76.4 (10.7) 55.3 (7.5)* # 91.3 (4.8)

Tab. 3: Regionaler myokardialer FluR in % (SEM) der einzelnen Gewebsabschnitte im druckkonstanten Perfusi-

onsverfahren. * unterscheidet sich signifikant von der Kontrollgruppe, # unterscheidet sich signifikant von der

zugehdrigen Inhibitionsgruppe (ECH: MK886, a-Toxin: |ndomethacin).

Probe |min Kontrolle ECH ECH+ MK a-Toxin a-Toxin+Indo
-10 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) |100.0 (0.0) 100.0 (0.0)
ENDO 10 105.8 (7.0) 74.8 (6.4)* # 115.8 (5.4) 1[99.8 (5.1) 117.3 (4.2)
20 103.6 (4.7) 71.5 (6.3)* # 105.7 (7.0) [91.9 (6.7) 119.3 (15.1)
-10 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) |100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0)
EPI 10 94.7 (2.6) 98.1 (4.3) 97.5(11.8) 74.7 (6.1)* # 99.0 (9.3)
20 92.2 (3.8) 95.1 (6.0) 94.6 (6.6) 75.8 (5.0)* # 97.5 (3.8)
-10 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0)
SEPT 10 96.1 (4.0) 88.1 (5.5)# 120.5 (8.0)* 108.4 (6.1) 98.0 (3.9)
20 101.9 (4.9) 78.8 (21.8) 107.4 (4.3) 98.0 (8.3) 101.8 (9.6)
-10 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0)
RV 10 85.8 (16.4) 115.0 (14.4) 85.7 (4.1) 97.8 (10.1) 75.8 (11.6)
20 110.0 (4.9) 103.7 (13.9) 86.1 (8.2) 129.2 (22.5) 95.1 (29.2)
-10 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0) 100.0 (0.0)
REST 10 106.9 (4.7) 115.0 (7.9) 97.0 (2.8) 123.7 (6.9)# 92.7 (4.5)
20 99.3 (4.3) 129.2 (9.7)* 104.5 (6.4) 120.3 (5.3) 98.2 (8.1)

Tab. 4: Regionaler myokardiaer Flu3 in % (SEM) der einzelnen Gewebsabschnitte im fluRkonstanten Perfusi-

onsverfahren. * unterscheidet sich signifikant von der Kontrollgruppe, # unterscheidet sich signifikant von der

zugehdrigen Inhibitionsgruppe (ECH: MK886, a-Toxin:|ndomethacin).




6 Diskussion

6.1 Herleitung der Fragestellung
6.1.1 Pathogenese des septischen Schocks und der septischen Kardiomyopathie

Der septische Schock gilt nach wie vor als Herausforderung der klinischen Forschung, da
bisher keine neuen Therapien die Uberlebensrate dieses haufig mit letalem Ausgang verbun-
denen Krankheitsgeschehens deutlich verbessern konnten. Mittlerwelle ist bekannt, dal3 eine
in der Sepsis auftretende Herzinsuffizienz am therapierefraktaren Schockgeschehen mal3geb-
lich betelligt sein kann. Diese mit Dilatation beider Ventrikel und verminderten
Auswurffraktionen einhergehende Pumpstérung wird as septische Kardiomyopathie
bezeichnet. Das Herz vermag aufgrund dieser Erkrankung nicht, den durch die Sepsis massiv
erniedrigten Blutdruck vollstdndig zu kompensieren. Die Ursachen der septischen
Kardiomyopathie sind unzureichend geklart. Zum enen scheinen Zytokine, deren
Plasmaspiegel bel Sepsis erhoht sind, eine negativ inotrope Wirkung auf das Herz zu haben.
Zum anderen konnten eine Vielzahl im Rahmen der Sepsis freigesetzte vasoaktive
Mediatoren Mikrozirkulationsstérungen hervorrufen, welche wiederum in einer verminderten
Myokardfunktion resultieren kdnnten. Solche Mikrozirkulationsstorungen sind in anderen
Organen in der Sepsis schon genau charakterisiert worden (44-52). Uber das Vorliegen
solcher Perfusionsalterationen im Herz gibt es allerdings nur wenige Untersuchungen. Es gibt
aber eindeutige Hinweise, dal3 trotz erhdhter coronarer Perfusion und ausreichendem O.-
Angebot Perfusionsinhomogenitdten zur Schadigung des Myokards fiihren konnten (23, 43,
53, 54). Zum einen wurde as Ursache ein Nebeneinander Uber- und unterperfundierter
Kapillarabschnitte auf mikrozirkulatorischer Ebene im Sinne eines funktionellen Shuntings
vorgeschlagen, wie sie in der Sepsis in Lunge und Darm vorgefunden wurden (44-49). Aber
auch Vertellungsstorungen zwischen verschiedenen Myokardarealen konnten durchaus zur
Pathogenese dieser Organfunktionsstorung beitragen. Der Versorgung des linken
Ventrikelmyokards scheint dabei eine besondere Rolle zuzukommen. Unter LPS zeigte der
physiologischerweise heterogene Perfusionsfluf3 in dieser Myokardregion

Verteilungsstérungen zwischen endokardial und epikardial gelegenen Schichten (53).
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6.1.2 Bedeutung bakterieller porenbildender Exotoxinein der Sepsis

Die meisten experimentellen Untersuchungen zur Sepsis und septischen Kardiomyopathie
wurden entweder mit lebenden Bakterienstdmmen oder mit Endotoxin vorgenommen. Viele
Arbeitsgruppen bedienten sich in Ganztiermodellen der CLP-Methodik (ceca ligation and
perforation), durch die eine durch unterschiedlichste Enterobacteriacaen verursachte Peritoni-
tis induziert wurde. Als lebende Sepsiserreger wurden im Ganztier wie in isolierten Organen
Escherichia coli und seltener Staphylococcus aureus eingesetzt, jedoch meist ohne Ruicksicht
auf ihre Fahigkeit zur Exotoxinbildung. Die mit Abstand meisten Arbeitsgruppen bedienten
sich alerdings gereinigtem LPS. Inwieweit bakterielle porenbildende Exotoxine zur Entste-
hung der Sepsis und des septischen Herzversagens beitragen, ist vergleichsweise wenig unter-
sucht. Dabei zeigen gerade ECH und a-Toxin als Exotoxine der beiden mit Abstand héufigs-
ten Sepsiserreger erhebliche pathogenetische Relevanz. An isolierten Lungen konnte durch
beide Toxine eine der septischen Schocklunge entsprechende pulmonalarterielle Hypertonie
mit Odembildung induziert werden. Das Auftreten von Mikrozirkulationsstérungen wurde
durch die pulmonalarterielle Perfusion beider Toxine im gleichen Lungenmodell, fir ECH
aber auch im Darm nachgewiesen (44, 47, 49). a-Toxin und ECH erzeugten in isolierten Her-
zen Einbuf3en der Kontraktilitét mit massivem Anstieg des coronaren Perfusionsdruckes (90,
144). Ein pathogenetisches Konzept der Toxine besteht in einer Stimulation des Arachidon-
sauremetabolismus mit konsekutiv verstérkter Freisetzung vasoaktiver Eicosanoide (48, 90,
114, 116). Diese kommen neben verschiedenen anderen vasoaktiven Substanzen a's potentiel-
le Storer der myokardialen Mikrozirkulation in Betracht. Die in der Sepsis auftretenden Per-
fusionsinhomogenitéten konnten somit unter anderem auch durch isolierte porenbildende E-
xotoxine induziert werden. Deshalb wurden die isolierten Exotoxine ECH und a-Toxin in
dieser Arbeit an isoliert perfundierten Rattenherzen untersucht. In Abwesenheit zirkulierender
Blutzellen und plasmatischer Mediatorsysteme sollte die direkte Wirkung der Toxine auf das
Coronarsystem, die myokardiale Perfusion und eine mogliche Beteiligung autochtoner Media-

torsysteme untersucht werden.

6.2 Die Anwendung gefarbter Mikrospharen am isoliert perfundierten
Rattenherz

Die Messung der regionalen Gewebsperfusion erfolgte schon frih durch in das Kapillarbett

des zu untersuchenden Organs applizierte Mikropartikel, die nach Embolisation der Kapilla-

57



ren in histologischen Schnitten ausgezéhlt wurden. Exakter ist die seit den sechziger Jahren
etablierte Bestimmung des regionalen Flusses mit Radioisotop-markierten Mikrosphéren, die
jedoch mit grof3em technischen Aufwand und radioaktivem Abfall verbunden ist. Neben die-
ser Methode ist seit einigen Jahren das von Kowallik et a. 1990 entwickelte wenig aufwendi-
ge und kostenguinstige Verfahren mit geférbten Mikrosphéaren in Gebrauch (134). Diese wer-
den durch Auflésung des Gewebes zurtickgewonnen und gereinigt. Danach wird ihre Farbe
herausgel6st und die Absorption dieser farbigen Losung photometrisch bestimmt. Aus der
Absorption kann aufgrund des Lambert-Beerschen Gesetztes die absolute Mikrosphérenan-
zahl aus einer Teilprobe errechnet und so der regionale Flul3 bestimmt werden. Die Injektion
verschiedenfarbiger Mikrosphéren ergaben somit Momentaufnahmen der regionalen Perfusi-
on zum Injektionszeitpunkt. Das Verfahren ist in 4.2.2. ausfuhrlich beschrieben. Die Effizienz
dieser Methode ist vielfach Gberprift und bestétigt worden. Vergleiche dieser Methode mit
dem etablierten Verfahren zur Bestimmung des regionalen myokardialen Blutflusses (RMBF)
mit radioaktiven Mikrosphéren zeigen gleichwertige Mef3ergebnisse (134, 135). Hiller et al.
untersuchten die Anwendbarkeit dieser Methode erstmalig am isolierten Rattenherz und konn-
ten auch fur diese relativ geringe Gewebemenge den Gebrauch geféarbter Mikrospharen emp-
fehlen (133). In der vorliegenden Arbeit wurde die Verwendbarkeit gefarbter Mikrosphéren in
der Langendorffperfusion erneut tUberprift und bestétigt (4.2.2.6.-4.2.2.9.). Es zeigten sich in
der angewendeten Dosierung keine negativen Einfllsse der Mikrosphéren auf die Herzfunkti-
on und in den einzelnen Proben fanden sich Mikrosphérenzahlen, welche fir statistisch aus-
sagekréftige Berechnungen ausreichten. Die ,recovery-rate” der Mikrosphéren betrug 80-
90%. Der konstante Verlust von Mikrospharen im Versuch konnte durch Adsorption an
Kunststoffflachen und Verluste wahrend der Aufarbeitung der Myokardproben erkléart wer-
den, daim Organeffluat keine Mikrospharen nachgewiesen werden konnten. Bei der Berech-
nung des RMF (regionaler myokardialer Perfusatflul®) kommt jedoch der systematische Ver-
lust nicht zum Tragen, da zur Bestimmung der regionalen Perfusion fir jedes Herz der relati-
ve Anteil der Teilprobe an der insgesamt im Herzen wiedergefundenen Mikrosphérenzahl
entscheidend ist. Die Ergebnisse des RMF in der Kontrollgruppe dieser Arbeit liegen generell
hoher als die Messungen von Hiller et al. (133). Dies kann im unterschiedlichen Versuchsauf-
bau begrindet liegen, der einen direkten Vergleich nur bedingt zul&f%. Dennoch entsprechen
sich die Ergebnisse des Quotienten aus endo- / epikardialem RMF. Hiller et al. zeigten, dal?
bei steigendem CPF der Quotient ebenfalls stieg, das heifd, dal’} endokardiale Myokardab-
schnitte vergleichsweise stérker perfundiert wurden. Sie bestétigten damit Beobachtungen von
Walland et al. (136).
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Wahrend bel 10 mI/min der Quotient 0,96 betrug, lag er bei 25 ml/min bei 1,31. In der vorlie-
genden Untersuchung ergab die fluf3konstante Perfusion mit 10-12 ml/min/g (CPP ca. 54,4
mmHg) einen Quotienten von 1,2 (+/- 0,1), bel druckkonstanter Perfusion mit 75 mmHg (CPF
ca 17,7 ml/min/g) 1,25 (+/- 0,1) im steady-state. Walland et al. (136) erreichten bel einem
CPP von 58,8 mmHg einen Quotienten von 1,59. Auch in vivo wurde eine physiologischer-
weise heterogene Verteilung der Perfusion im linken Ventrikel mit hoherem endokardialem
RMF gegeniber epikardialen Anteillen mittels radioaktiver Mikrosphéren bestétigt. Groene-
veld et al. (53) ermittelten in Hundeherzen einen Quotienten von 1,53 (+/-0,25), Malik et al.
(137) in Rattenherzen einen Quotienten von 1,09 (+/-0,09) (53, 137).

6.3 ECH und a-Toxin verursachen ausgepragte Storungen der Her zfunk-
tion und der myokardialen Mikrozirkulation

Die isolierten bakteriellen Exotoxine ECH und a-Toxin zeigten beide eindeutige kardio-
depressive Effekte. Zum einen konnte eine erhebliche Vasokonstriktion in der coronaren
Strombahn durch beide Toxine erzeugt werden. Im flukonstanten Verfahren aul3erte sich
diese in einem massiven Anstieg des CPP (coronaren Perfusionsdruckes), im druckkonstanten
Verfahren entsprechend mit Abfall des CF (coronaren Perfusionsflusses). Diese Veranderung
war von einem zeitgleichen Abfall der Pumpfunktion begleitet. Beide Effekte traten unmittel-
bar nach Toxinapplikation ein und hielten Uber den gesamten Versuchszeitraum an. Das Mo-
dell der flukonstanten Perfusion zeigt, dald der Abfall der Herzkontraktilitét nicht lediglich
auf eine globale Ischdmie zuriickzufiihren ist, die bei druckkonstanter Perfusion durchaus
denkbar wére. Sie gewéhrleistete selbst bei erhthtem coronaren Gefél3widerstand eine kon-
stante globale Perfusion des Myokards. Die Ergebnisse dieser Arbeit entsprechen vorherigen
Beobachtungen von Sibelius et al. zur Wirkungsweise von a-Toxin und ECH am fluf3konstant
perfundierten isolierten Rattenherz (90, 144). Wahrend die verwendeten Toxine auf
Herzfunktion und coronaren Gefaldtonus gleichgerichtete Wirkungen zeigten, konnten in der
vorliegenden Arbeit auf mikrozirkulatorischer Ebene deutliche Unterschiede zwischen beiden
Toxinen nachgewiesen werden. Prinzipiell ergaben die Messungen des RMF in der linken
Ventrikelwand unter ECH-Einflul? eine endokardial betonte Minderperfusion, wogegen durch
a-Toxin eine epikardia betonte Minderperfusion erfolgte. In der flulkonstanten Perfusion
wurde dieser Effekt besonders deutlich, da hier modellbedingt nicht generell in allen Myo-
kardarealen eine Fluf3abnahme stattfinden konnte. Der Einbruch des RMF beschrénkte sich
hier auf die linke Ventrikelwand, wobel das Perfusat vermehrt Uber andere Herzanteile abflie-
[3en mufite.
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ECH verursachte im endokardialen Gewebsabschnitt einen signifikanten Abfall der Perfusion,
wogegen die Perfusion in den epikardialen Abschnitten nahezu unverandert blieb. Unter a-
Toxin zeigte sich der umgekehrte Befund: Der RMF nahm nur in den epikardialen Abschnit-
ten ab. Bel der druckkonstanten Perfusion kam es durch die coronare Einschwemmung beider
Toxine zu einem deutlichen Perfusionsriickgang in allen untersuchten Myokardabschnitten.
Interessanterweise blieb in diesem physiologischen Versuchsansatz die endokardial stérker
betonte Minderperfusion durch ECH genauso erhalten wie der epikardial Uberbetonte Perfusi-
onsrickgang im Falle des a-Toxins. Die druckkonstante Perfusion wurde in dieser Arbeit
zusétzlich eingesetzt, um Vorgénge in der regionalen Perfusion auch unter diesen physiologi-
scheren Verhdtnissen nachvollziehen zu kénnen und eine mogliche durch stark steigenden
CPP bei Flukkonstanz bedingte Artefaktbildung in der RMF-Bestimmung auszuschliefZen.
Die Quotienten aus ENDO/EPI (endokardiale myokardiale Perfusion der linken Ventrikel-
wand/epikardiale myokardiale Perfusion der linken Ventrikelwand) ermdglichen einen genau-
eren Vergleich der Perfusionsverhdltnisse in der linken Ventrikelwand. Die prozentuale Ab-
weichung des Quotienten vom Ausgangswert erfolgt in entgegengesetzter Richtung: ECH
bewirkte einen Abfall, a-Toxin einen Anstieg des Quotienten. Die Werte der beiden To-
xingruppen unterscheiden sich somit grundlegend voneinander. Diese Daten deuten darauf
hin, dal3 die beiden Toxine ihre Wirkung auf die Mikrozirkulation tber unterschiedliche Me-
chanismen austiben konnten.

Es sai darauf hingewiesen, dal? sdmtliche Effekte ausschliefdlich auf die Wirkung der bakteri-
ellen Toxine zurtickzufiihren sind. Zum einen wurde eine Kontamination der Toxine mit LPS
(Lipopolysacchariden) ausgeschlossen (4.2.5). Zum anderen wurden grundsétzlich gereinigte
und sterilisierte Schlauchsysteme und Glasgefalie eingesetzt, so dal? eine LPS-Kontamination
durch weitere Keime ausgeschlossen werden konnte. Inwieweit die eingesetzten Toxindosie-
rungen dem Toxinblutspiegel von im septischen Organismus entsprechen, bleibt letztlich un-
klar. Die hier verwendeten Dosierungen stimmen allerdings mit denen anderer Untersuchun-
gen gut Uberein (47-50, 90, 144).

6.4 Die Freisetzung verschiedener vasoaktiver Arachidonsauremetabolite
durch a-Toxin und ECH spiegelt sich in unterschiedlichen regionalen
Perfusionsstor ungen wieder

Durch pharmakologische Interventionen konnten die toxininduzierten Veranderungen voll-
stéandig oder zumindest teillweise verhindert werden. Im Falle des a-Toxins wurde in der vor-

liegenden Arbeit der Cyclooxygenaseinhibitor Indomethacin eingesetzt. Dieser unterbindet
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die Bildung von Prostacyclin, Prostaglandinen und Thromboxan aus AA. In den Untersu-
chungen von Sibelius et al. konnten die durch a-Toxin hervorgerufenen kardialen Funktions-
stérungen auf eine ausschliefdliche Aktivierung der Thromboxan (Tx) A,-Synthese zurlickge-
fuhrt werden (90). Dies gelang in der zitierten Arbeit durch folgende verschiedene Experi-
mente:

a) Bei Herzperfusionen mit a-Toxin konnte TxA, direkt im Perfusat nachgewiesen werden,
jedoch keine L eukotriene.

b) Der Cyclooxygenaseinhibitor Acetylsalicylsdure konnte ebenso wie Indomethacin die a-
Toxin- bedingten Funktionsstérungen aufheben.

c) Der TxA-Rezeptorantagonist Daltroban konnte ebenfalls die Funktionsstérungen aufhe-
ben.

d) Der Lipoxygenaseinhibitor NDGA beeinfluf3te die Funktionsstérungen nicht.

Aufgrund dieser umfangreichen im selben Laborbereich gewonnenen Erkenntnisse wurde in
vorliegender Arbeit auf eine weitere Eingrenzung von TxA, as Vermittler der a-Toxin- Wir-
kung am Rattenherz verzichtet.

Die pathophysiol ogische Relevanz dieses vasoaktiven Eicosanoids konnte in der vorliegenden
Arbeit nicht nur bestétigt, sondern erheblich erweitert werden. Indomethacin konnte hier die
Wirkungen des a-Toxins auf die funktionellen Parameter vollstandig bzw. deutlich verrin-
gern. Zusétzlich aber konnte auch die epikardiale Minderperfusion durch Indomethacin auf-
gehoben werden. Dies deutet darauf hin, dal3 die a-Toxin— induzierte Bildung von TxA, fir
die mikrozirkulatorische Verteilungsstérung verantwortlich sein konnte. Der Ort der Throm-
boxansynthese konnte bisher nicht genauer lokalisiert werden (95).

Der Lipoxygenaseinhibitor MK886 verhindert die Bildung von Leukotrienen aus AA. Dadie-
ses Pharmakon die Verdnderungen samtlicher erhobener Parameter durch ECH erheblich ab-
schwéchte, ist wahrscheinlich, dal3 die Wirkung von ECH Uberwiegend auf der Stimulation
der Leukotriensynthese beruht. Diese Behauptung untermauern Arbeiten von Sibelius et al.
(144). Es konnten in diesen Arbeiten durch folgende Tests eindeutig Leukotriene als verant-
wortliche Mediatoren der ECH-Wirkung am Rattenherz ermittelt werden:

a) MK 886 konnte die toxininduzierten Funktionsstdrungen unterbinden.

b) Im Perfusat konnten L eukotriene nachgewiesen werden.

¢) Indomethacin und A cetylsalicylsdure waren wirkungsl os.
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Aufgrund dieser im selben Laborbereich gewonnenen Erkenntnisse wurde in vorliegender
Arbeit auf eine weitere Eingrenzung von Leukotrienen als Vermittler der ECH- Wirkung am
Rattenherz verzichtet.

Unter den Leukotrienen steht LTC, besonders in Verdacht, im Herz eine Rolle zu spielen.
Nicht nur sein konstriktorischer Effekt auf die coronare Zirkulation, sondern auch eine Syn-
these in Coronararterien sind nachgewiesen worden (88, 138). Die Herkunft der natlrlichen
Eicosanoide im isolierten Rattenherz ist relativ unklar, obwohl im Coronareffluat mit und
ohne Toxineinwirkungen erhéhte Eicosanoidspiegel nachgewiesen wurden (61, 90, 138, 144).
Als Orte der Leukotriensynthese kommen endothel assoziierte oder gewebsstandige Leukozy-
ten, Monozyten und Mastzellen in Frage (140, 141). Dabei wurde auch eine Kooperation zwi-
schen Neutrophilen Granulozyten mit Endothelzellen im Herz beobachtet (94).

Wie isolierte Exotoxine die Bildung vasoaktiver Mediatoren am Herz hervorrufen, ist zur Zeit
noch unklar. In vitro Untersuchungen an isolierten Endothelzellen weisen jedoch darauf hin,
dal? porenbildende Exotoxine tber einen loneneinstrom die Zielzelle aktivieren konnen (130,
139). Im Falle von ECH gilt eine Stimulation des AA-Metabolismus durch den Einstrom von
Kalziumionen mittlerweile als gesichert (113, 130, 139). Dieser Mechanismus wurde auch fur
a-Toxin angenommen, doch neuere Ergebnisse sprechen nicht fir eine Passierbarkeit der bi-
valenten Kalziumionen durch die a-Toxin-Pore in sublytischen Dosen (113). Prinzipiell ist
nicht auszuschlief3en, dal? durch eine Stérung der Natrium-Kalium-Homdostase der Endothel-
zelle der AA-Metabolismus aktiviert wird. Letztendlich ist anzunehmen, dal? in der vorlie-
genden Untersuchung die porenbildenden Exotoxine zwei unterschiedliche Wege der Eicosa-
noidsynthese in ihren kardialen Zielzellen aktiviert haben, wodurch diese zur Quelle der vaso-
aktiven Eicosanoide wurden. Es ist somit offensichtlich, dal? die genannten Eicosanoide in
isoliert und zellfrei perfundierten Rattenherzen als Mediatoren der Toxizité von ECH und a-
Toxin agieren. Dies gilt nicht nur fur die Herzfunktion, sondern auch fir die Verdnderungen
der mikrozirkulatorischen Verhéltnisse. Die verschiedenartigen durch ECH und a-Toxin in-
duzierten Verteilungsstérungen der Perfusion im linken Ventrikel waren aufgrund der phar-
makol ogischen Intervention -gekoppelt mit den Erkenntnissen von Sibelius et al. (90, 144)-
auf die Wirkung vasoaktiver Eicosanoide zurtickzufihren. Sie sind mdglicherweise durch
eine anatomisch unterschiedliche Eicosanoid-Rezeptorausstattung oder -Synthesefdhigkeit
endo- und epikardialer Endothelzellen im Herz bedingt. Weiterhin wére eine besonders epi-
kardial gesteigerte Tx-Produktion bzw. endokardial gesteigerte L T-Produktion denkbar. Hier-
zu sind weiterfihrende Untersuchungen auf zellulérer Ebene unabdingbar.
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6.5 Myokardiale Mikrozirkulationsstérungen — ein wesentlicher Beitrag
zur Abnahme der Herzkontraktilitat unter Einwirkung porenbilden-
der Exotoxine

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dal3d ECH und a-Toxin (Uber eine Freisetzung
jeweils verschiedener Eicosanoide) erhebliche Alterationen der myokardialen Mikrozirkulati-
on erzeugen. Diese erfolgen im Falle von ECH in Form einer Umverteilung des Perfusi-
onsflusses in der linken Ventrikelwand von endokardialen in epikardiale Bereiche des Myo-
kards. Da der Sauerstoffbedarf im Endokard physiologischerweise hoher liegt (142), ist hier-
bei von einem pathologischen Effekt auszugehen, der fur die Abnahme der Herzkontraktilitét
verantwortlich sein kann (14). Dieses Ergebnis entspricht den Studien von Groeneveld et d.,
die in endotoxamischen Hunden mit radioaktiv makierten Mikrosphéren V erteilungsstérungen
im heterogenen Blutflul? des Herzens nachweisen konnten. Diese von verminderter Herzleis-
tung begleiteten Stérungen zeigten sich unter anderem auch in einem Rickgang der endokar-
dialen Perfusion (53). Dies bestétigte Beobachtungen von Kleinman et al., dal3 Endotoxin in
Hundeherzen besonders subendokardiale Schichten ischémisch schéadigte (143). Es sal aus-
drucklich darauf hingewiesen, dal3 das eingesetzte ECH frei von LPS war (4.2.5).

Interessanterweise konnte in der vorliegenden Arbeit durch a-Toxin eine genau umgekehrte
Verteilungsstorung im linken Ventrikel induziert werden. Dadurch sind zwar endokardiale
Anteile vergleichsweise besser versorgt, trotzdem kann die epikardial betonte Minderperfusi-
on zur Kontraktilitétsabnahme des linken Ventrikels fuhren. Wie schon erwéhnt, sind Stérun-
gen der Mikrozirkulation in anderen Organen (44-47, 49, 51) und prinzipiell auch im Herz
(23, 43, 54, 90) als septischer Pathomechanismus mit Funktionseinbulen mehrfach nachge-
wiesen worden. Im Herz kann das Vorhandensein von Mikrozirkulationsstorungen mit foka-
len Ischdmien aufgrund der geringen hypoxischen Toleranz in Einbuf3en der Kontraktilitéat
resultieren, auch wenn die Gesamtperfusion des Organs erhalten bleibt. Untersuchungen zur
Myokardperfuson am Mensch und Tier weisen darauf hin (23, 43, 90). Zwar konnte auch
eine direkt zytotoxische Wirkung der Toxine zur Abnahme der Kontraktilitdt fuhren, doch
liefe sich diese Zytotoxizitat nicht mit den verwendeten Inhibitoren unterbinden. Die Abnah-
me der Herzleistung war insgesamt jedoch eindeutig trotz Anwesenheit der Toxine pharmako-
logisch erheblich zu verbessern und so mit der Synthese der Eicosanoide zu vereinbaren.
Deshalb kann auch nicht von einer direkt negativ inotropen Wirkung der Toxine ausgegangen
werden. Allenfalls ein negativ inotroper Effekt der Eicosanoide ist denkbar. Im Falle von

Thromboxan ist bisher kein direkt negativ inotroper Effekt bekannt und die Beobachtungen
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von Roth et al. schlossen diesen auch fir LTC4 und LTD,4 aus (88). Schliefdlich bleibt noch die
Moglichkeit, daR die durch beide Toxine beobachtete Odembildung die Herzkontraktilitat
beeintréchtigt hat. Dal3 ECH und a-Toxin zur endothelialen Schrankenstérung durch interzel-
luldre Spaltenbildung fuhren, konnte an verschiedenen Modellen gezeigt werden (117, 123,
130). Der Einsatz von MK886 und Indomethacin beeinfluf3te in der vorliegenden Arbeit nicht
die Bildung eines Odems, obwohl die Herzleistung verbessert wurde. Das weil3t auf die rela-
tive Unabhangigkeit des akut auftretenden Herzkontraktilitétsverlustes vom Odem hin. In-
wieweit eine Odembildung im Herz protrahierte Effekte auf die Pumpfunktion hat, muR? Ge-
genstand weiterer Untersuchungen bleiben. Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse und
Betrachtungen darauf hin, dai3 die linksventrikulére Perfusionsstorung unter Einflul3 der Exo-
toxine ECH und a-Toxin die Herzleistungsminderung hervorrufen. Angesichts der inzwi-
schen als gesichert geltenden pathophysiologischen Relevanz dieser Exotoxine kdnnten be-
schriebene Mechanismen auch an der Pathogenese der in der Sepsis beobachteten klinischen

Herzfunktionsstérung beteiligt sein.

6.6 DieKlinische Relevanz der Ergebnisse

Obwonhl die Anwesenheit bakterieller Exotoxine fur die Pathogenese der Sepsis und der Er-
scheinung der septischen Kardiomyopathie nicht zwingend erforderlich ist, gilt ihr Beitrag zu
diesem Krankheitsgeschehen mittlerweile as gesichert. Die Ergebnisse der vorliegenden Ar-
beit untermauern diese Erkenntnisse in mehrfacher Hinsicht. Zum einen bestétigen sie, dal3
Bakterien auch in ihrer Abwesenheit Uber sezernierte Pathogenitéatsfaktoren mal3gebliche
Schéden im Zielorgan anrichten kénnen. Dazu bedarf es nicht ausschliefdlich der Endotoxine
gramnegativer Keime, sondern auch Exotoxine gramnegativer und grampositiver Sepsiserre-
ger wie Escherichia coli und Staphylococcus aureus kénnen Schaden anrichten. Es zeigt sich
dabei, dal diese prinzipiell nicht von der Mitwirkung humoraler Faktoren abhangig sind, son-
dern auch durch Aktivierung autochtoner Mediatorsysteme im Zielorgan Herz erfolgen kon-
nen. Zum anderen ergaben die vorliegenden Untersuchungen neue Hinweise, dal3 ECH und a-
Toxin als Prototypen bakterieller porenbildender Exotoxine gleichermal3en erhebliche Sto-
rungen der myokardialen Mikrozirkulation verursachen, die in einer Abnahme der Herzleis-
tung resultieren. Die Bedeutung des in anderen septischen Organen, wie Lunge, Darm und
Skelettmuskulatur erforschten pathogenetischen Prinzips der Mikrozirkulationsstorung ist
durch die vorliegenden Ergebnisse auch fir das Herz genauer charakterisiert worden. Interes-

santerweise entfaltet sich diese Wirkung augenscheinlich Giber unterschiedliche Mediatorsys-



teme, die zu Minderperfusionen jewelils unterschiedlich lokalisierter Myokardareale fuhren.
Diese Ergebnisse relativieren dadurch insgesamt die Bedeutung der Zytokine an der Entste-
hung der septischen Kardiomyopathie.
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7 Zusammenfassung

Die Klinik der Sepsis ist mit einer Herzinsuffizienz assoziiert, die as septische Kardiomyo-
pathie bezeichnet wird. Im einzelnen besteht diese trotz erhthten Herzminutenvolumens vor-
liegende Insuffizienz des Herzens in einer Dilatation beider Ventrikel und Hypokinesien des
Myokards. Funktionell folgen daraus verminderte biventrikulare Auswurffraktionen, eine
erhohte Compliance und letztendlich die Unféhigkeit des Herzens, durch Anstieg des Herz-
minutenvolumens den erheblichen systemischen Blutdruckabfall des septischen Patienten
adaguat zu kompensieren. In vielen Fallen trégt diese Erkrankung deshalb zum therapierefrak-
téren kardiovaskuléren Kollaps bei, der in ca. 50% der Félle zum Tode des Patienten fhrt. In
diesem Zusammenhang ist die Bedeutung bakterieller Pathogenitdtsfaktoren schon frih er-
kannt worden, doch standen Untersuchungen mit lebenden Keimen, besonders aber mit Endo-
toxinen immer im Mittelpunkt der Forschung. Inwieweit bakterielle Exotoxine beteiligt sein
konnen, ist vergleichsweise unbekannt. Staphylococcus aureus und Escherichia coli stellen
nicht nur die haufigsten Erreger septischer Krankheitsbilder dar, sondern sind als Bildner von
Exotoxinen bekannt, welche mal3gebliche Bedeutung fir die Virulenz der entsprechenden
Bakterienstdmme haben. Die extraintestinal bedeutsamsten Exotoxine, a-Toxin von Saphylo-
coccus aureus und Escherichia coli Hamolysin, gelten als Prototypen porenbildender Hamo-
lysine. Ihre pathophysiologische Bedeutung in der Sepsis ist in Zellkulturen, isolierten Orga-
nen und Ganztiermodellen nachgewiesen worden. Die Aktivierung betroffener Zellen durch
sublytische Dosen scheint dabel das charakteristische pathophysiologische Konzept dieser
Porenbildner zu sein. Untersuchungen an Lungen, Darm und Herz ergaben Hinweise auf die
Beteiligung des Arachidonsaurestoffwechsels mit Freisetzung vasoaktiver Eicosanoide. Die
Induktion von Mikrozirkulationsstorungen durch diese Mediatoren konnte bisher in Lunge
und Darm, nicht aber fir das Herz eindeutig nachgewiesen werden. Deshalb wurde in der
vorliegenden Arbeit mittels gefarbter Mikrosphéren die regionale Perfusion verschiedener
Myokardareale isoliert und zellfrel perfundierter Rattenherzen unter Einwirkung der genann-
ten Toxine bestimmt. Diese Messungen kdnnen Verénderungen der regionalen Perfusionsin-
tensitét in kleinen Gewebemengen quantifizieren. Gleichzeitig wurden Parameter der Herz-
funktion erfald. Es sollten dabei Pathomechanismen beider Exotoxine und mégliche Unter-
schiede genauer herausgearbeitet werden. Die Applikation beider Toxine in die coronare
Strombahn bewirkte eine erhebliche coronare Gefal3widerstandserhthung und Abnahme der
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Kontraktilitét des Herzens. Die Untersuchungen der Mikrozirkulation ergaben toxininduzierte
Verteilungsstorungen der Perfusion zwischen endokardialen und epikardiadlen Myokard-
schichten der freien linken Ventrikelwand. Interessanterweise erzeugte ECH eine Minderper-
fusion endokardial gelegener, a-Toxin eine Minderperfusion epikardial gelegener Myokard-
areale. Dies deutet auf die Beteiligung unterschiedlicher Mediatorsysteme hin. Bestétigt wur-
de dies durch den Einsatz jewells eines Cyclooxygenase- und eines Lipoxygenaseinhibitors.
Im Falle des a-Toxins konnte durch die Blockierung der Cyclooxygenase die coronare Vaso-
konstriktion, die Kontraktilitatsabnahme und die Perfusionsumverteilung signifikant verrin-
gert werden, was die Rolle von TxA, as vasoaktives Agens nahelegt. Bel ECH zeigte die
Blockierung der Lipoxygenase eine entsprechende Wirkung. Hier deuten die Ergebnisse auf
die Beteiligung der Leukotriensynthese hin. Zudem scheinen die genannten Eicosanoide nicht
nur fir die Stérung der myokardialen Mikrozirkulation im Sinne einer Vertellungsstorung
verantwortlich zu sein, sondern fihren erstaunlicherweise tber diese Perfusionsinhomogenita
ten offensichtlich auch zur Abnahme der Herzleistung. Diese Entdeckung relativiert die viel-
beachtete Rolle kardiodepressiv wirkender Zytokine in der septischen Kardiomyopathie. Sie
bestétigt nicht nur die pathogenetische Relevanz bakterieller Exotoxine bei der Entstehung
der Sepsis, sondern verifiziert den Verdacht, dal? die in anderen Organen schon charakterisier-
ten Mikrozirkulationsstérungen auch im Herz durch Freisetzung vasoaktiver Lokalmediatoren

zur septischen Organschéadigung beitragen.

8 Summary

Cardiac performance is severely depressed in sepsis and septic shock. The morphological and
functional alterations are known as septic cardiomyopathy and consist of reduced left and
right ventricular gection fractions, myocardial hypokinesis and dilatation of both ventricles.
The heart is not able to compensate the fall in systemic blood pressure of the septic patient,
athough heart rate is highly elevated. This contributes to therapy resistant cardiovascular col-
lapse which in 50% of all casesis lethal. In this context bacterial pathogenecity factors obvi-
oudly play an important part. Since early sepsis research everybody focused on viable bacteria
or endotoxins, relatively little is known about the pathophysiological significance of bacterial
exotoxins yet. Staphylococcus aureus and Escherichia coli are well known rods to cause sep-

sis. Some of their isolates produce bacterial exotoxins, which represent potent
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virulence factors. The most important exotoxins outside the intestinal tract, a-toxin of Staphy-
lococcus aureus and Escherichia coli hemolysin, represent prototypes of bacterial pore-
forming exotoxins. Their pathophysiological relevance in sepsis was extensively demon-
strated in cell cultures, isolated organs and animal models. The characteristic pathophysi-
ological concept of these toxins seems to be their ability to activate target cells in sublytic
doses. Investigations in isolated lungs, intestine and hearts clearly demonstrated the signifi-
cance of arachidonic acid metabolism followed by the production of vasoactive eicosanoids.
The induction of microcirculatory failure by these elcosanoids has already been shown in lung
and intestine models, but not clearly in hearts. Therefore, the aim of this investigation was to
measure regional myocardial perfusion in the isolated, buffer perfused rat heart challenged
with these toxins, using the coloured dye-extraction microsphere-technique. This techniqueis
suitable to quantify changes in microcirculation even in little pieces of tissue. Simultaneousdly,
parameters of heart performance were monitored. Furthermore, the aim was to characterize
pathomechanisms of both pore-forming toxins and to look for eventual differences between
them. The application of both toxins in the coronary vasculature resulted in a strong vasocon-
striction and a loss in contractility of the hearts. Microcirculatory changes resulted from a
maldistribution of perfusion between endocardial and epicardial layers of the left ventricular
free wall. It is of interest that ECH caused a loss of perfusion in endocardia layers, while a-
toxin caused a loss in epicardia layers of the left ventricular myocardium. These findings
suggest that different systems of mediators are responsible for the effects of the exotoxins
used. They were confirmed with the use of a cyclooxygesase-inhibitor and a lipoxygenase-
inhibitor. In the case of a-toxin it was possible to reduce the coronary vasoconstriction, loss
in contractility and loss in epicardia perfusion by blocking the cyclooxygenase, which sug-
gests TxA, as the main acting vasoconstrictory agent. In case of ECH the lipoxygenase-
inhibition showed the same effects. Here toxin-effects seem to be mediated by leukotrienes.
Synthesis of eicosanoids in response to bacterial exotoxins may be responsible for microcircu-
latory alterations followed by the loss in myocardial performance. These findings weaken the
high status of negative inotropic cytokines in septic cardiomyopathy. They emphasize not
only the importance of bacterial exotoxins in sepsis, but demonstrate that microcircul atory
alterations, as seen in many other organs in sepsis, contribute to organ failure even in the

heart.
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